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Neue Stoffe mit starker Wirkung auf die Vesikulardriisen 
der kastrierten mannlichen Maus’). 


9. Mitteilung iiber Sexualhormone und verwandte Stoffe”). 
Von 


Wilhelm Dirscherl, Josef Kraus und H. E. Voss. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitiit Frankfurt a. M. und dem 
Wissenschaftlichen Laborat. der C. F. Boehringer & Sdéhne G. m. b. H., Mannheim-Waldhof.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. April 1936.) 


Wir haben vor 2 Jahren kurz mitgeteilt*), daB man durch 
Hydrierung von Follikelhormon (aus Stutenharn) unter verschiedenen 
Bedingungen zu Stoffen gelangt, welche besonders starke minnliche 
Wirksamkeit an den Vesikulardriisen kastrierter minnlicher Miuse 
zeigen. Bevor wir auf die EKinzelheiten der damals aus fiuBeren 
Griinden knapp gegebenen und inzwischen erweiterten Befunde 
eingehen, soll das Notwendige iiber die Wirksamkeitsbestimmung 
unserer Priiparate gesagt werden. 


Die Bestimmung der Wirksamkeit am Kapaunenkamm. 


Fussginger*) pinselt die élige Lisung der zu untersuchen- 
den Substanz direkt auf den Kamm. Da man bei dieser per- 
cutanen Zufiihrung nur einen Bruchteil der zur Erzielung gleicher 
Wirkung bei intramuskulirer Injektion notwendigen Menge braucht, 
spart man nicht nur Substanz, sondern kann auch bei sehr schwach 
wirksamen Stoffen noch die Wirksamkeit ermitteln. Wir haben 
zur Vermeidung von Substanzverlusten, die sich bei Verwendung 
eines Pinsels nie ganz umgehen lassen, eine kleine Vereinfachung 
des Verfahrens vorgenommen, indem wir die Lésung (0,1 ccm) 
aus einer Spritze auf den Kamm triiufeln. Dabei wird jeder 


1) Der Inhalt dieser Mitteilung wurde von dem einen von uns (D.) 
auf der Tagung der Siidwestdeutschen Chemiedozenten in Darmstadt am 
26. April 1936 vorgetragen. Referat in Z. angew. Chem. 49, 329 (1936). 

*) 8. Mitteilung, Diese Z. 239, 53 (1936). 

*) Naturw. 22, 315 (1934). 

*) Medizin u. Chemie, Abhandl. aus d. Med.-Chem. Forschungsstitten 
der 1.G. Farbenindustrie A.G. 2, 201 (1934); Chem. Z. 1934, I, 3607. 
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9, Wilhelm Dirscherl, Josef Kraus und H. E. Voss, 


Tropfen rasch aufgesaugt. Als Kapauneneinheit (KE) gilt nach 
Fussginger diejenige tiglich zugefiihrte Menge eines Stoffes, 
welche nach 5 Behandlungstagen am 7. Tag ein Wachstum des 
Kammes um 30 °/, hervorruft. 


Bestimmung der Wirksamkeit an den Vesikulardriisen (Samenblasen) 
der kastrierten mannlichen Maus. 


Ks ist schon lingere Zeit bekannt'), daB Extrakte aus Hoden 


und Harn nicht nur auf den Kapaunenkamm, sondern auch aut 


andere sekundire Geschlechtsmerkmale einwirken, beispielsweise 
auf die Vesikulardriisen kastrierter minnlicher Nagetiere (Maus, 
Ratte). Nach der Kastration verkleinern sich die Vesikulardriisen, 
das Driisenepithel wird zuriickgebildet und stellt seine Sekretion 
ein. Nach Zufuhr wirksamer Stoffe findet in den verkiimmerten 
Driisen Wachstum und Vermehrung der Epithelzellen statt, sie 
erlangen ihre Funktionstiichtigkeit wieder, bilden Sekret und 
sondern es in das Driisenlumen ab. Die Wirkung erstreckt sich 
somit auf Proliferation und Sekretion. (Erst wenn der volle 
Wiederaufbau des Epithels vollzogen ist, nimmt das Gewicht 
der Driise zu.) Nach dem ,,cytologischen Regenerationstest“ von 
S. Loewe und H.E.Voss?) versteht man unter 1 Miuseeinheit (ME) 
diejenige Gesamtmenge eines Stoffes, welche — auf 5 Injektionen 
innerhalb 3 ‘lagen verteilt — am 4. 'l'ag, 72 Stunden nach der 
1. Injektion, eine mittelstarke Wirkung auf Wachstum und 
Sekretion des Vesikulardriisenepithels kastrierter mannlicher Miuse 
ausiibt. Diese mittlere Wirkungsstiirke lift sich mit der ,,Note“ 3 
bezeichnen, wenn das vollkommen zuriickgebildete Epithel die 
Note 5 und das vdéllig regenerierte Kpithel die Note 1 zugeordnet 
erhalt. Am 4, Tag werden die Tiere getitet, von den beiden 
Driisen Schnitte angefertigt und diese nach den iiblichen histo- 
logischen Verfahren, z B. mit Himatoxylin-Kosin gefirbt. Die 
mikroskopische Beurteilung fihrt dann zur Ermittlung der 
Wirkungsstiirke. Die histologische, immerhin umstindlichere 
Technik ist wohl daran schuld, dab man bei der Untersuchung 
minnlicher Hormone zunichst fast ausschlieBlich den Kapaunen- 
test anwandte und auch jetzt, bei allgemeinerer Verwendung des 
Vesikulardriisentestes, sich meist auf die Feststellung der Ge- 
wichtszunahme der Gesamtdriise im Vergleich zur unbehandelten 


1) Loewe u. Voss, Klin. Wschr. 9, 481 (1930). 
*) a. a. O.; ferner Arch. f. exper. Path. 159, 534 (1931). 
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Neue Stoffe mit starker Wirkung auf die Vesikulardriisen usw. § 


Driise beschrinkt. Da aber auch Follikelhormon Wachstum der 
Driise, allerdings keine Sekretion hervorruft, erscheint es ,,absolut 
unzulissig, die einfache Gewichtsbestimmung der Samenblasen 
zur Kichung des miinnlichen Hormons zu benutzen“!); man mub 
vielmehr besonders auf die Sekretion achten. Diese wird man 
quantitativ am besten histologisch beurteilen kénnen. Wir haben 
im Mannheimer Laboratorium seit 1933 unsere Praparate immer 
im cytologischen Regenerationstest untersucht (H. EK. Voss). Unsere 
Angaben iiber Wirkungsstiirke im Driisenversuch sind in Miuse- 
einheiten der obigen Definition ausgedriickt. Neuerdings priift 
auch Butenandt?’) seine Priparate nach der gleichen Methode. 


Bildung eines stark driisenwirksamen Stoffes durch Hydrierung 
von Follikelhormonpraparaten. 

Man kann, wie in der 8. Mitteilung niher ausgefiihrt ist’), 
Follikelhormon (aus Stutenharn) mittels Platinoxyd je nach Wahl 
der Bedingungen zu Dihydro-, Hexahydro-, Octahydro- und Hexa- 
hydro-desoxofollikelhormon hydrieren. Mit Ausnahme des Dihydro- 
hormons haben wir immer mehrere Stereoisomere der gleichen 
Reduktionsstufe nebeneinander erhalten. Das krystallisierte, mit 
Digitonin nicht fillbare Gemisch aller isomeren Octahydro-follikel- 
hormone, welches bei der Hydrierung in saurem Alkohol gebildet 
wird, enthilt die KE in etwa 2007; das daraus abgetrennte 
Isomere vom Schmelzp. 206° (unkorr.) ist mit taglich 200 y 
wirkungslos, der bei 155° schmelzende Anteil zeigt mit taglich 
400 y nur 20°/, Kammwachstum. Das verwendete Follikelhormon 
enthalt in 1 mg noch nicht die KE. Man kann in diesem Be- 
fund eine Bestiitigung der Angaben von W.Sché6ller, E.Schwenk 
und F. Hildebrandt‘) erblicken, wonach nicht niher gekenn- 
zeichnete Fraktionen von Octahydro-follikelhormonen am Kapaunen- 
kamm (nach der Injektionstechnik) die KE in 8—10 mg zeigen. 
Wenn die Kammwirksamkeit den Octahydro-hormonen selbst zu- 
kommt, entfalten diese der GréBenordnung nach etwa 1°/, der 
Kammwirksamkeit des Androsterons. Die Octahydro-follikel- 
hormone (I) unterscheiden sich vom Androsteron (IJ) vor allem 
dadurch, daB sie an C,, kein Methyl tragen und an C,, an Stelle 
der Ketogruppe eine Alkoholgruppe besitzen. Uber die sterische 


1) E. Laqueur, Schweiz. med. Wschr. 65, 1042 (1935). 
2) Diese Z. 237, 81, 86 (1935). 8) Diese Z. 239, 53 (1936). 
4) Naturw. 21, 286 (1933). 
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Anordnung an ©, und C,, laBt sich nichts aussagen, hier kénnen 
vielleicht auch Vernihisienbieiten vom Androsteron bestehen. An C, 
befindet sich das Hydroxyl vermutlich in epi-Stellung wie beim 
Androsteron, wie aus der Nichtfallbarkeit mit Digitonin hervorgeht. 
Wenn man in Betracht zieht, dab beim Ubergang des Andro- 
sterons in Dihydro- androsteron (Reduktion der Ketogruppe zur 
Alkoholgruppe) die Kammwirksamkeit gesteigert wird, laBt sich 
mit einiger Wahrscheinlichkeit annehmen, daB die geringe Wirkung 
der Octahydro-follikelhormone nicht auf das Fehlen der Keto- 
gruppe, sondern wohl in der Hauptsache auf das Fehlen der 
Methylgruppe an C,, und vielleicht auf sterische Verschiedenheit 
vom Androsteron an (©, oder (und) C,, zuriickzufihren ist. 


H OH O 
CHs|/ CH, Z 
ANAN ONAN 
I | —_ II CH, —- 
a i @u 4 
07 SP” a pa ad 
H OH O 
CH, |/ CH, 7 
at a os ee 
Il CH, | || IV CH, | 
PPE de sds 
| | 
hi ine eo yr 
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CH, 7 
a tia 
V cH; = |_| 
ie line 
| 
iia li 


Auch die beiden stereoisomeren Fraktionen des Hexahydro- 
desoxofollikelhormongemisches?) wirken schwach auf den Kamm; 
mit 400 y ist die KE nicht erreicht. 

Die Wirksamkeit der eben erwihnten Octahydro-hormone 
und Hexahydro-desoxo-hormone im Vesikulardriisentest ist gering, 
in Dosen bis zu 500 y wird die ME nicht erreicht. Vermutlich 
ist diese Wirkung einer Beimengung zuzuschreiben (vgl. unten). 


1) Diese Z. 289, 59 (1936). 













































Neue Stoffe mit starker Wirkung auf die Vesikulardriisen usw. 5 


Ein anderes Bild zeigt sich, wenn man nicht die vielfach 
umkrystallisierten kernhydrierten Stoffe priift, sondern die Wirkung 
der noch alle gebildeten Stoffe enthaltenden, nach der Hydrierung 
vom Katalysator abfiltrierten und gegebenenfalls neutralisierten 
Lésungen untersucht. Meist findet man die ME in 100—200 y 
Trockensubstanz. Wir waren sehr iiberrascht, daB auch bei der 
Hydrierung zum Dihydrofollikelhormon, die praktisch quantitativ 
verliuft, das Rohprodukt in 100—200 y die Wirkung einer ME 
zeigt. Die Wirkung auf den Kamm fehlt hier (in Dosen bis zu 
1 mg gepriift)}. Ob man die Hydrierung zum Dihydrohormon in 
Alkohol oder in waBrigem Alkali, bei gewéhnlicher Temperatur 
oder in der Hitze vornimmt, ist gleichgiiltig. Unter den Be- 
dingungen, bei denen eine Hydrierung des Follikelhormons statt- 
findet — entweder bis zum Dihydrohormon oder weiter — wird 
eine stark driisenwirksame Substanz gebildet. Wiahrend das als 
Ausgangsmaterial verwendete krystallisierte ,,reine“ Follikelhormon 
(0,1 y = 1 Internat.E im Allen-Doisytest an der Maus) meist in 
etwa 2 mg die ME enthilt, zeigen die Gesamthydrierungsprodukte, 
gleichgiiltig wie weit die Hydrierung gegangen ist, die ME in 
durchschnittlich 100—200 y. Diese Wirkung kommt nicht den 
Hydrierungsprodukten des Follikelhormons zu; das geht auch aus 
der Tatsache hervor, daB diese Produkte gereinigt viel schwiicher. 
wirken. Man muB vielmehr annehmen, da’ dem Follikelhormon 
ein unbekannter Stoff beigemengt ist, eine ,,Vorstufe“, welche 
mittels Platinoxyd und Wasserstoff in eine stark driisenwirksame 
Substanz iibergefiihrt wird. Wenn man das Follikelhormon als 
Vergleichssubstanz betrachtet, wozu man einesteils berechtigt ist, 
da es an der Hydrierung im gleichen Versuch unter den gleichen 
Bedingungen teilnimmt, so kann man als Arbeitshypothese an- 
nehmen, daf die Vorstufe eine gesittigte Verbindung ist, welche 
wabrscheinlich keinen Benzolring, dagegen vermutlich eine Keto- 
gruppe enthalt, welche bei der Hydrierung zur Alkoholgruppe 
AnlaB zur Wirksamkeitssteigerung gibt. Um die Hydrierung einer 
isolierten Doppelbindung handelt es sich wohl nicht, da bei der 
Behandlung des Follikelhormons mit Palladium und Wasserstoff — 
wobei das Follikelhormon unverandert bleibt — keine Erhéhung 
der Driisenwirksamkeit stattfindet. 

Der Gehalt der Follikelhormonpriparate an dieser ,,Vorstufe“ 
schwankt; wir haben einerseits Rohprodukte mit 1 ME in 100 bis 
200 y aus Hormonen verschiedener Fabrikationsstitten erhalten, 
andererseits haben wir aus unserem Follikelhormon gelegentlich 
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ein Produkt mit der ME in 25 y, aber auch schwiicher wirksame 
Produkte mit 1 ME in 400—500 y erhalten. Das letztere scheint 
besonders dann der Fall zu sein, wenn das verwendete Follikel- 
hormon urspriinglich stairker als durchschnittlich driisenwirksam 
ist. Vielleicht ist den Follikelhormonpriparaten teils die ,,Vor- 
stufe“, teils die bereits hydrierte Vorstufe in schwankenden Mengen 
beigemengt. Merkwiirdig ist, dab das Follikelhormon zwar in 
einigen Milligrammen die ME enthilt, dagegen in diesen Dosen 
kaum eine Wirkung auf den Kapaunenkamm aufweist. Bei den 
bis heute bekannt gewordenen Hormonen ist es gerade umgekehrt, 
man muf eine mehr oder weniger groBe Anzahl von Kapaunen- 
einheiten anwenden, um die Wirkung einer Miuseeinheit an der 
Driise zu erzielen. 

Im Hengstharn scheint die ,,Vorstufe“ auch enthalten zu sein, 
im Miannerharn dagegen offenbar nicht. 

Welcher Art ist nun diese unbekannte ,,Vorstufe“? Wir haben 
zuerst an die im Stutenharn neben dem Follikelhormon vor- 
kommenden Hormone Equilin und EKquilenin gedacht’). Beide 
Stoffe enthalten auch im ,,reinen“ krystallisierten Zustand in etwa 
2 mg die Miauseeinheit, bei der Hydrierung mittels Platinoxyd 
und Wasserstoff in Alkohol steigt die Driisenwirksamkeit im all- 
gemeinen nicht so stark an wie bei der Hydrierung des Follikel- 
hormons. Equilin und Mquilenin kénnen also auch die Vorstufe, 
teilweise vielleicht in hydrierter Form, enthalten, sind aber nicht 
selbst die Vorstufe. Wir haben dann versucht, den driisenwirk- 
samen Stoff anzureichern. Mit einer Reihe von Methoden (Hoch- 
vakuumsublimation, fraktionierte Krystallisation, Verteilung zwischen 
Lésungsmitteln, chromatographische Adsorption usw.) gelang es 
uns, ausgehend von Hydrierungsrohprodukten des Follikelhormons 
mit 1 ME in 100—200 y zu Fraktionen mit 1 ME in 20 y zu 
kommen. Dabei treten Verluste auf, die Anreicherung begegnet 
Schwierigkeiten. Es kommt vor, dafi 2 oder mehr Fraktionen, 
welche allein fiir sich schwache Wirksamkeit aufweisen, zusammen 
gegeben eine potenzierte Wirkung zeigen. Davon ist weiter unten 
noch einmal zu sprechen. 

Auch die ,,Vorstute“ laBt sich nach verschiedenen Methoden 
anreichern. Mit den Versuchen zur Anreicherung und Isolierung 
der ,,Vorstufe* bzw. ihres stark wirksamen Hydrierungsproduktes 
sind wir weiter beschiaftigt. 


1) Herrn Dr. A. Girard, Paris, sind wir fiir die freundliche Uber- 
lassung von Equilin und Equilenin zu Dank verpflichtet. 
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Als A. Butenandt und K. T'scherning!) feststellten, daf 
beim Ubergang des Androsterons in das Dihydro-androsteron 
(Reduktion der Keto- zur Alkoholgruppe) die Kammwirksamkeit 
auf das etwa 3fache erhéht wird, interessierten wir uns fiir die 
Frage, ob hierbei auch die geringe Driisenwirksamkeit des Andro- 
sterons eine Steigerung erfihrt. Das ist tatsiichlich in betricht- 
lichem AusmaB der Fall, wie wir in Bestiitigung der inzwischen 
von mehreren Seiten erfolgten Feststellung (Butenandt, Callow, 
Korenchevsky, Laqueur, Tschopp) fanden (Tabelle). Bei der 
Hydrierung des an ©, isomeren Iso-androsterons wird die Driisen- 
wirksamkeit nur wenig verstarkt. Wir stellten uns ferner nach 
Ruzicka?) die 2 weiteren Isomeren des Androsterons, welche der 
Koproreihe angehéren, her und hydrierten sie an der Ketogruppe. 
Ks zeigte sich keine Verstiirkung ihrer schwachen Driisenwirksam- 
keit, in Mengen von 1-—-2 mg ist die ME nicht erreicht. (Am 
Kapaunenkamm sind diese beiden Isomeren, welche von Ruzicka 
bereits gepriift worden sind, und ihre Dihydroprodukte in Mengen 
bis 100 y wirkungslos.) 











KE ME (Vesikulardriise) 
3-epi-Oxy-iitio-allo-cholanon-(17) 27 in 2 mg nicht erreicht 
(= Androsteron) 
3-epi-Oxy-iitio-allo-cholanol-(17) ly 200 
(Schmelzp. 221°) 
3-Oxy-itio-allo-cholanon-(17) . . 15—20 v 1 mg 
(= Iso-androsteron) 
3-Oxy-iitio-allo-cholanol-(17) . . 8—107 in 500y nicht erreicht 
3-Oxy-itio-cholanon-(17). . . . in 2 mg nicht erreicht 
3-Oxy-itio-cholanol-(17} (roh) . pod J in 2 mg nicht erreicht 
ohne ., , 
3-epi-Oxy-iitio-cholanon-(17) . [ Wirkung in 1 mg nicht erreicht 
3-epi-Oxy-iitio-cholanol-(17) (roh) in 1 mg nicht erreicht 
trans-Dehydro-androsteron . . — in 1 mg nicht erreicht 
Androsten-dion. .....+.. 27 350 ¥ 
Testosteron .....-+..-. 1—2y 100 7 


Bemerkungen zur Tabelle. Der Ausdruck ,,ME in 2 mg nicht 
erreicht“ bedeutet, daB Wirkung auf Wachstum und Sekretion vorhanden 
ist, auf die genaue Ermittlung der ME wurde verzichtet. Es kam uns 
hauptsichlich darauf an zu sehen, ob die Wirksamkeit gesteigert ist oder 
nicht. Aus dem gleichen Grunde wurden 2 Hydrierungsprodukte in rohem 
Zustand gepriift.— Die Hydrierung der Ketogruppe wurde mittels Platinoxyd in 
mit Schwefelsiiure versetztem Alkohol durchgefiihrt. Hierbei kann ein Gemisch 


1) Ber. chem. Ges. 67, 2092 (1934). 
2) Helvet. chim. Acta 17, 1389 (1934). 
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der beiden an C,, isomeren Alkohole entstehen; nach Ruzicka’) ist Isomerie 
an C,, beim Dihydro-androsteron belanglos fiir die Driisenwirksamkeit. 

Nebenbei zu erwihnen ist, da8 wir die Kammwirksamkeit des Testo- 
sterons nur etwa doppelt so groB wie diejenige des Androsterons fanden, 
dagegen die des Androstendions wesentlich gréBer. Es wire médglich, 
dab das mit der percutanen Zufuhr zusammenhingt, da Laqueur sowie 
Butenandt mit der Injektionsmethode die Wirksamkeit des Testosterons 
etwa 8 mal so groB wie die des Androsterons fanden. Einige Orientierungs- 
versuche mit der Injektionsmethode scheinen allerdings die gleichen Ver 
hiltnisse zu ergeben. 


Vor etwa 1 Jahr haben K. David, E. Dingemanse, J. Freud 
und EK. Laqueur?) ein neues Hormon aus Hoden erhalten [Testo- 
steron (III)|, welches auf die Vesikulardriisen viel stiirker als Andro- 
steron wirkt. Wir haben synthetisches Testosteron, welches durch 
die Arbeiten von Butenandt und Ruzicka zuginglich geworden 
ist, nach unserer Methode gepriift, um einen genauen Vergleichs- 
wert fiir unsere Praiparate zu erhalten, desgleichen das von 
Butenandt im Harn aufgefundene trans-Dehydro-androsteron (IV) 
und Androstendion (V). 

Aus der Tabelle ergibt sich folgendes. Von allen angefiihrten 
Stoffen ist das Testosteron an der Vesikulardriise am stirksten 
wirksam. Die Hydrierung der Ketogruppe des Androsterons ergibt 
eine Steigerung der Driisenwirksamkeit auf das mindestens 10 fache 
der urspriinglichen Wirksamkeit. Durch Hydrierung des Testo- 
sterons zu einem der 4 Cholanole wiirde eine Verminderung der 
Driisenwirksamkeit eintreten, beim Androstendion wire nur im 
Falle der Hydrierung zum Dihydro-androsteron eine geringe 
Steigerung der Wirksamkeit zu erzielen. Die in der Tabelle 
zusammengestellten Stoffe kénnen weder die ,,Vorstufe“ noch das 
stark driisenwirksame Hydrierungsprodukt derselben sein, denn 
unsere rohen Hydrierungsprodukte des Follikelhormons besitzen 
die ME in durchschnittlich 100—200 y und lassen sich in Fraktionen 
auftrennen, welche in 20 y die ME enthalten, wihrend das reine 
Testosteron die ME in etwa 100 y aufweist. AuBerdem zeigen 
unsere rohen Produkte in Milligrammen noch nicht die Wirkung 
einer KE, wihrend Dihydro-androsteron und Testosteron in 1—2y 
1KE enthalten. Wir miissen daher annehmen, daB die 
starke Driisenwirksamkeit unserer Hydrierungsprodukte 

von Follikelhormonpraparaten einem unbekannten Stoff 
zugehoért, der durch Hydrierung einer dem Hormon bei- 
gemengten unbekannten ,,Vorstufe“ gebildet wird. Ver- 
mutlich handelt es sich um die Hydrierung einer Ketogruppe. 


1) Helvet. chim. Acta 19, 357 (1936). *) Diese Z. 283, 281 (1935). 
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Es ist allerdings denkbar, daB die Sachlage viel schwieriger 
ist. Laqueur und Mitarbeiter haben in ihrer Mitteilung iiber das 
Testosteron angegeben, daB sie aus Hoden, Harn und anderen 
nicht naher bezeichneten Ausgangsstoffen eine Frakiion erhalten 
haben (,.X-Stoff), welche fiir sich allein unwirksam ist, aber 
zusammen mit Testosteron dessen Wirkung auf die Vesikulardriise 
steigert. In gewissem Sinn soll dieser Aktivator auch die Driisen- 
wirkung des Dihydro-androsterons, dagegen nicht die des Andro- 
sterons steigern. Wir haben bei der Reinigung unserer rohen 
Hydrierungsprodukte die Beobachtung gemacht, dafi es zwar ein- 
wandfrei gelingt, schwacher wirksame Fraktionen zu erhalten, daB 
aber bei der Anreicherung in den wirksameren Fraktionen Verluste 
auftreten. Auch das Verhiltnis zwischen proliferativer und sekre- 
torischer Wirkung an den Vesikulardriisen scheint sich aindern zu 
kénnen. Wir haben weiter beobachtet, da einzelne Fraktionen 
sich offenbar in ihrer Wirkung potenzieren kénnen. Diese Beobach- 
tungen — die wir vor Bekanntgabe des X-Stoffes von Laqueur 
machten — kénnten so zu deuten sein, daB auch in unseren Hydrie- 
rungsprodukten nicht ein Stoff fiir die Wirksamkeit verantwortlich zu 
machen ist, sondern zwei. Daraus ergibt sich eine ganze Reihe von 
Moglichkeiten der Erklirung. Kine Méglichkeit wire die, daB bei der 
Hydrierung ein Aktivator entsteht, der einen zweiten, an und fiir sich 
nur schwach driisenwirksamen Stoff aktiviert. In dieser Hinsicht sind 
die inzwischen erschienenen Arbeiten iiber den X-Stoff von Interesse. 
Laqueur hatte vermutet, daB dieser X-Stoff eine héhere orga- 
nische Siure sei. Miescher, Wettstein und Tschopp haben 
in allerletzter Zeit angegeben'), daB eine Reihe von gesiittigten 
Fettsiuren, von der Propionsiure bis zur Palmitinsiure’), die 
Driisenwirksamkeit von Testosteron aktivieren. Gesiittigte Siiuren 
wirken stirker aktivierend als ungesattigte. Wenn in den krystalli- 
sierten Praparaten des Follikelhormons solche ungesittigte Sauren 
enthalten waren, welche durch Hydrierung in gesiattigte Saiuren 
iibergefiihrt werden und so eine verstirkte Drisenwirksamkeit 
eines anderen unbekannten Stoffes hervorrufen kénnten, wire zu 
erwarten, daB die geringe Driisenwirksamkeit der Follikelhormon- 
praparate auch durch Zusatz von Palmitinsiure oder ihnlichen 
Sauren wesentlich zu verstarken ist. Solche Versuche sind im 
Gang. Wir halten eine solche Méglichkeit fiir nicht sehr wahr- 


') Chem. a. Ind. 53, 238 (1936); Schweizer med. Wschr. 66, 210 (1936). 
*) Von den erwihnten Forschern wurde Palmitinsiure aus Hoden ge- 


wonnen. 
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scheinlich, da man von diesen Fettsiuren unverhiltnismaBig groBe 
Mengen benétigt, um geringe Mengen von Testosteron oder ‘dhn- 
lichen Stoffen zu aktivieren. 


Driisenwirksame Stoffe aus Wollfett und Chinarindenextrakt. 

Wir haben schon vor einiger Zeit festgestellt, daB Wollfett 
auch in einigen Milligrammen nur schwach auf die Vesikular- 
driise einwirkt. Man kann mit den oben erwihnten Methoden 
sowohl aus Wollfett wie aus daraus gewonnenem ,,Isocholesterin“ 
Fraktionen herausarbeiten, welche in 100-—-200 7 1 ME enthalten. 
Auch aus Extrakten von Chinarinde konnten wir Fraktionen 
gleicher Wirksamkeit gewinnen. 

L. Ruzicka und H.R. Rosenberg!) haben vor etwa 2 Wochen 
mitgeteilt, daB die Driisenwirksamkeit ihrer synthetisch gewonnenen 
Praiparate aus der Androsteron- und Testosteronreihe offenbar 
unter anderem von Art und Menge des als Lésungsmittel ver- 
wendeten Oles abhiingt. In Wollfett gelést wirkten die Stoffe 
stirker als in Sesamél, in Arachisél dagegen schwicher ('T'schopp). 
Ferner wird eine Privatmitteilung von A. S. Parkes erwihnt, 
wonach die Gewichtszunahme der Vesikulardriisen auch von der 
Menge des Lésungsmittels abhingt. Ks wird vermutet, daB in 
diesen Olen ein ,,X-Stoff enthalten sei (vgl. auch Miescher 
und Mitarbeiter, a. a. O.). 


Zusammenfassung. 

Auch krystallisierte Priiparate des Follikelhormons (aus Stuten- 
harn) enthalten eine ,,Vorstufe‘ unbekannter Art, welche durch 
Hydrierung in ein stark vesikulardriisenwirksames Produkt iiber- 
gefiihrt werden kann, Daraus lassen sich Fraktionen mit 1 ME 
in 207 anreichern (Testosteron hat vergleichsweise die ME in 
100 y), die am Kapaunenkamm wirkungslos sind. Aus Woll- 
fett und aus Extrakten von Chinarinde lassen sich ebenfalls — 
aber ohne Hydrierung — Fraktionen gewinnen, welche 1 ME in 
100—200 y enthalten, aber am Kamm keine Wirkung zeigen. 
Wahrend die bisher bekannt gewordenen miannlich wirksamen 
Stoffe der GréBenordnung nach ein Gewichtsverhiltnis von KE 
(Fussginger) zu ME (Loewe-Voss) wie 1:100 zeigen, weisen 
die von uns untersuchten Fraktionen ein Verhiltnis von vielleicht 
10 und mehr:1 auf. Unsere Stoffe gehéren somit einer neu- 
artigen Gruppe an. 


1) Helvet. chim. Acta 19, 357 (1936). 
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Uber Hemmung von Schardingerenzym 
durch adeninhaltige Co-Enzyme. 


Von 


Bengt Andersson. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1936.) 


Bei Dehydrierung von Acetaldehyd durch Schardingerenzym 
in Gegenwart von Methylenblau (Mb) im Vakuum iiben gewisse 
Purinderivate, die von dem Enzym nicht selbst angegriffen werden, 
einen hemmenden Hinflu8 aus!). Besonders stark wirksam ist 
Adenin, wie auch in geringerem Ma8e mehrere andere Stoffe, in 
die Adenin als Bestandteil eingeht, z. B. Adenosin, Muskeladenyl- 
siure, Adenosindiphosphorsiiure, Adenylpyrophosphorsiure, Co- 
Zymase und Warburgs Co-Ferment’), in denen héchstwahr- 
scheinlich Adenin die hierbei wirksame Gruppe bildet. Es hat 
sich weiter herausgestellt, daB umgekehrt auch Schardingerenzym 
die Glykolyse hemmt, bei der Adenylpyrophosphat oder Co-Zymase 
als Aktivatoren benutzt werden. Dagegen werden von Co-Zymase 
aktivierte Dehydrierungen nicht gehemmt. Dadurch wird es 
wahrscheinlich, daB einerseits die Wirkung der Co-Zymase bei 
den beiden Reaktionen von zwei verschiedenen Reaktionszentren 
bedingt ist — eine Vermutung, die von v. Euler und Giinther’) 
bestitigt worden ist — und andererseits, dai die Hemmung durch 
gegenseitige Blockierung der aktiven Gruppe des Schardinger- 
enzyms und derjenigen Gruppe der beiden Co-Enzyme zustande 
kommt, die bei der ersteren Reaktion notwendig ist. Diese Gruppe 
ist bei den Co-Enzymen anscheinend das Adenin bzw. die adenyl- 
siureihnliche Konfiguration. Eine andere Stiitze fiir diese Hypo- 
these liegt in dem Umstand, daB man die Aktivatorwirkung der 
Co-Zymase bei oxydoreduktiven Vorgingen durch Erhitzen in 


1) Dixon u. Thurlow, Biochemie. J. 18, 97 (1924); Coombs, Bio- 
chemic. J. 21, 1259 (1927). 

*) Andersson, Diese Z. 235, 217 (1935). 

5) Sv. Kem. Tidskr. 47, 189 (1935); Diese Z. 235, 104 (1935). 
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schwach alkalischer Losung véllig vernichten kann’), daB aber 


dadurch weder das Aktivierungsvermégen bei der Glykolyse?) noch 
die Fahigkeit, die Dehydrierung von Acetaldehyd durch Schar- 


dingerenzym zu hemmen, vermindert wird. Es erfolgt vielmehr 


hierdurch eine Steigerung dieser EKigenschaften und zwar ist diese 
Steigerung in beiden Richtungen etwa gleich gro’. Dies Ver- 
halten wurde etwas naher untersucht, um wenn mdglich, aus diesem 
Umstand Anhaltspunkte fiir die Diskussion der Formeln der Co- 
Zymase und des Adenylpyrophosphats zu finden. 


Methodisches. 


Die folgenden Versuche sind nach der Thunbergschen Mb-Methodik 
ausgefiihrt worden. Die Substanzen, deren Hemmungsvermégen untersucht 
wurde, waren sdmtlich von héchster Reinheit. Adenylpyrophosphat, Ade- 
nosindiphosphorsiure*) und Muskeladenylsiure waren analysenreine Pripa- 
rate aus dem Lohmannschen Laboratorium. Von den beiden ersteren wurden 
die Ba-Salze benutzt, die vor der Verwendung mit iiberschiissigem Na,SO, 
volistindig umgesetzt wurden. Warburgs Co-Ferment war in Warburgs 
Laboratorium dargestellt worden‘), 11 davon entsprachen der Wirkung 
von 1ccem Pferdeblut. Die Co-Zymase, die ich Prof. vy. Euler verdanke, 
war in dem hiesigen Laboratorium dargestellt und hatte einen ACo-Wert 
von rund 400000. Von den zu untersuchenden Substanzen wurden je 2 mg 
in 3cem H,O aufgelést. Jede Losung wurde in 3 Teile geteilt. Zwei von 
diesen wurden mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht (Phenolphthalein) 
und im Einschmelzrohr in kochendem Wasser erhitzt, der eine 5, der andere 
30 Minuten. Dann wurde das py, mit verdiinnter Phosphorsiiure auf etwa 
7 gebracht (Lackmus). SchlieBlich wurden alle 3 Lésungen auf das doppelte 
Volumen verdiinnt. Die molaren Konzentrationen berechnen sich aus 
obenstehenden Angaben zu folgenden Werten: 


Adenylpyrophosphat (Mol.-Gew. mit 6H,O:885) . . . . . 4+1074; 
Adenosindiphosphorsiure (Mol.-Gew. mit 5H,O0:720) . . . 5-107‘; 
Muskeladenylsiure (Mol.-Gew. ohne H,0: 347). . . . . . 1+1079; 

Co-Zymase (Mol.-Gew. ohne H,O:etwa 750) ... . 4. 10-*. 


Das Schardingerenzym-Priparat wurde nach den Vorschriften von 
Wieland und Rosenfeld®) dargestellt. Niheres dariiber vgl. meine oben 
zitierte Mitteilung. — Mb: 1:2000, Acetaldehyd: m/2, Phosphatpuffer: m/10, 
Pu = 7,4. Das Volumen jeder Probe 1,2 ccm. Temperatur 30°. 

Zum Vergleich wurde zuerst das Hemmungsvermégen des Adenins 
bestimmt. 

') Myrback, Diese Z. 233, 95 (1935). 

*) Euler u. Giinther, Diese Z. 235, 113 (1935). 

5) Ich verdanke das Priparat der Liebenswiirdigkeit von Herrn Prof. 
K. Lohmann. 

*) Herrn Dr. H. Theorell danke ich bestens fiir das Priparat, Herrn 
Prof. Warburg fiir sein Einverstindnis mit der Inangriffnahme der Co- 


Fermentversuche. 
5) Liebigs Ann. 477, 32 (1930). 
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Tabelle 1. 
Nr 0,1 cem Sch.-Enz. + 0,2 com Mb + 0,1 ccm Acetald. Zeit 
: + 0,4ceem Puffer in Minuten 
3, 8 EE ee oe 3 
3, 4 eee Bote ° MO. Cw ht tt 9 
5, 6 Stine a 24 
7, 8 i ee 


Wie ersichtlich, hat das Adenin ein sehr starkes Hemmungs- 
vermégen und eine Verunreinigung von etwa 2°/, in den benutzten 
Lésungen wiirde geniigen, um allein die nachstehend beschriebenen 
Hemmungen hervorzurufen. Aber wenn auch das Vorkommen von 
Spuren von Adenin zB. in der Co-Zymase nicht ganz von der 
Hand zu weisen ist, so hat dieser Umstand fiir die vorliegende 
Untersuchung keine Bedeutung, da hier nur die Anderungen des 
Hemmungsvermoégens, die die untersuchten Substanzen durch Er- 
hitzen in alkalischer Lisung erleiden, studiert werden. Diese 
Anderungen gehen aus folgenden Versuchen hervor. 


Tabelle 2 











Nr 0,1 cem 4 Beb.- Mie: + + 0,2 eem Mb + 0,1 cem yueery Zeit 
ee + 0, 4 cem Puffer in Min. 
. 8 Ohne Zusiitze. . . 3 
3, 4] 0,4 ccm aktive Co- “Ly mase , 5 
5, 6 0,2 cem inaktivierte') Co-Zymase . 6,5 
7, 8 0,4 ccm - ~ 10 
9,10] 0,4 ccm 7 20 
11, 12 | 0,4 cem aktives Warburgs Co- Ferment’) . 6,5 
13, 14 | 0,4 cem inaktives! : Warburgs Co-Ferment . 9 
15, 16 0,4 cem 9 
17, 18 | 0,4 cem ilotmiedsiianes (unbehandelt) 5 
19, 20 | 0,4 ecm m ( 5 Min. mit NaOH oes ) 
21, 22 | 0,4 ccm i (30 Min. 25,29 
23, 24 | 0,4 ccm Adenosindiphonphorssure (unbehandelt) ” 4 
25, 26 | 0,4 ecm " ( 5 Min. mit NaOH erhitzt) 4 
27, 28 | 0,4 ccm (30 Min. —— 4 
29, 30 | 0,4 cem Muskeladenylsiiure (unbehandelt) » 6 
31, 32 | 0,4 ccm - ( 5 Min. mit NaOH erhitzt) 6 
33, 34 | 0,4 cem - (30 Min. _,, - wi 6,7 
35, 36 | Ohne Zusiitze . ek ee ae ee ee 4 





1) 5 Minuten mit Natronlauge erhitzt (vgl. oben). 

*) 30 Minuten mit Natronlauge erhitzt. 

8) In meiner oben zitierten Arbeit habe ich angegeben, dab Warburgs 
Co-Ferment keine Hemmung ausiibt. Dies hat sich als falsch erwiesen, was 
wohl auf das damals verwendete Priparat zuriickzufiihren ist. Ich verweise 
auf diesbeziigliche Versuche in dieser Arbeit. 
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Von Interesse ist hier auch, daB weder die Muskeladenyl- 
siure noch die Adenosindiphosphorsiiure durch die Alkalibehand- 
lung eine Anderung des Hemmungsvermigens erleiden. — In 
simtlichen untersuchten Substanzen ist bekanntlich das Adenin 
so fest gebunden, daB eine Abspaltung der Purinbase bei der 
Alkalibehandlung nicht in Frage kommen kann. Beziiglich des 
Adenosins kann die Hemmungssteigerung einer Abspaltung dieser 
Substanz nicht zugeschrieben werden, da z. B. das alkalibehandelte 
Adenylpyrophosphat viel starker hemmt als Adenosin in ent- 
sprechenden Mengen. Dagegen liBt sich wohl denken, daB Pyro- 
phosphat (aus dem Adenylpyrophosphat) oder Nicotinsiiureamid 
(aus der Co-Zymase oder dem Warburgschen Co-Ferment) ab- 
gespalten werden. Diese Substanzen muften also auf Hemmungs- 
vermégen gepriift werden, was in folgendem Versuch beschrieben ist. 

Die in diesem Versuch benutzten Lisungen von Na-Pyrophosphat und 
Nicotinsiureamid wurden so bereitet, dab die Konzentrationen doppelt so 
groB waren wie die, die sich aus den Liésungen von Adenylpyrophosphat 


bzw. Co-Zymase berechnen lieBen, wenn vollstindige Spaltung angenommen 
wurde. 


Tabelle 3. 





0,1 cem Sch.-Enz. + 0,2 cem Mb + 0,1 cem Acetald. Zeit 








Nr. ae : 
+ 0,4 cem Puffer in Min. 
1, 2 Ohne Zusitze . eee iil. og. cae dic ok vir Seu SR RO oe 4,0 
3, 4] 0,2 cem Na-Pyrophosphat. ............ 4,5 
5, 6 0,4 cem » ee ee a ee 4,0 
7, 8] 0,2 com Nicotinsiureamid. ........2.2... 6,5 
9, 10 0,4 cem m ee a a ee ee ee 9,9 
11, 12 | 0,2 eem Muskeladenylsiure + 0,2 cem Na-Pyrophosph. 6,0 
13, 14 0,4 cem - + 0,2 ecm ~ 
+ 0,2 cem Nicotinsiureamid .......... 7,5 


Wenn auch das Nicotinsiiureamid hier ein gewisses Hemmungs- 
vermigen zeigt, so geniigt es bei weitem nicht, die Hemmungs- 
steigerung der Co-Zymase zu erkliren. Das Pyrophosphat hemmt 
wie ersichtlich gar nicht. Vor allen Dingen geht aus dem 
Versuch hervor, daB das Adenylpyrophosphat unter den an- 
gewandten Bedingungen eine Aufspaltung in Muskeladenylsaure 
und Pyrophosphat nicht erleidet, was wohl aus der Lohmannschen 
Forme! (vgl. unten) zunichst zu erwarten war. 

SchlieBlich habe ich den Eindruck bekommen, daf bei der 
Alkalibehandlung des Adenylpyrophosphats keine neue saure 
Hydroxylgruppe frei wird, Bei der Co-Zymase tritt diese Er- 








Ub 


— 


heed 


bet «3 FF 








enyl- 
and- 
- In 
lenin 

der 

des 
leser 
lelte 
ent- 
yro- 
mid 
ab- 
ngs- 
ist. 
und 
It so 
phat 


men 








Uber Hemmung vy. Schardingerenzym durch adeninhaltige Co-Enzyme. 15 


scheinung deutlich zutage'), und man muB dabei Lauge in grobem 
Uberschu8 nehmen, um zu verhindern, daB die Lisung wihrend 
des Erhitzens sauer wird. Dies geschieht bei Adenylpyrophosphat 
nicht. Leider habe ich wegen Stofimangels eine elektrometrische 
Titration nicht vornehmen kénnen. 

Aus oben angefiihrten Griinden halte ich es fir wahr- 
scheinlich, daB die Veriinderung, die das Adenylpyrophosphat er- 
leidet, nicht nur in einer Abspaltung bzw. in einer bloBen Aul- 
spaltung innerhalb des Molekiils besteht, sondern einer Umlage- 
rung zuzuschreiben ist. Da die Hemmung eindeutig in einer 
Affinitit zwischen dem Schardingerenzym und der Adeningruppe 
besteht, so ist wohl anzunehmen, daB die Umlagerung besonders 
diese Gruppe beriihrt. 

Von diesem Standpunkt aus ist die Lohmannsche Formel (1) 
nicht befriedigend. 

i. 


HC C—N 7 
| 
| Nei OH OH OH OH OH 
| | | | | | 
&6—-i clo... 4-08, —0—P-—0-—P—0--P--08 
| & @ | | | 
I = O QO O 
OH 
P60 
OH 
N=C-NM 
| ™ OH 
p20 
NO 
| | H OH | H /OH 
HC C—N.——C-CH-C—C -CH,0 - PO 
i § cHL—o-—! NOH 
N - C—N7 Il 


Besonders sei hervorgehoben, daf ein Vergleich zwischen dem 
Hemmungsvermégen der Substanzen Adenosin, Adenylsiiure und 
Adenosindiphosphorsiure eine stetige Abnahme in der genannten 
Reihenfolge zeigt. Wenn die Lohmannsche Formel richtig wire, 
dann wiirde ein Vorhandensein von noch einem Phosphorsiurerest 
eine Schwichung des Hemmungsvermégens bewirken, was jedoch 
nicht der Fall ist. AuBerdem kann die von Lohmann gegebene 
Formel nicht erkliren, weshalb bei dem Behandeln mit schwachem 


') Myrbick, Diese Z. 220, 199 (1934). 
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Alkali eine so groBe Steigerung des Hemmungsvermégens hervor- 
gerufen wird (vgl. Versuch Nr. 21, 22, Tab. 2). 

Unter diesem Gesichtspunkt hat die Barrenscheensche 
Formel (II) oder eine gewisse unwesentliche Modifikation derselben 
mehr Wahrscheinlichkeit, da das Haften des Pyrophosphats an 
dem Purinkern die oben genannte Erscheinung erkliiren kénnte. 
Indessen muB die Bindungsart so sein, daB sie die oben erwihnte 
Umlagerung gestattet. Ich wiirde daher eine nebenvalenz- oder 
betainartige Bindung zwischen dem Purinkern und dem Pyro- 
phosphatrest bevorzugen und die Verinderung, die das Adenyl- 
pyrophosphat bei der hier beschriebenen Alkalibehandlung er- 
leidet, wiirde in einer Freilegung der Aminogruppe ohne Abspaltung 
von Pyrophosphat oder Phosphat bestehen. Coombs?) hat nim- 
lich gezeigt, daB eben das Vorhandensein der Aminogruppe im 
Purinkern eine groBe Hemmungssteigerung bei enzymatischen Ver- 
suchen mit Schardingerenzym verursacht. 

Fiir die Co-Zymase ist wohl in diesem Teil des Molekiils 
aus entsprechenden Griinden eine analoge Konstitution wahr- 
scheinlich, d.h. der zweite Phosphorsiurerest”) soll also an den 
Purinkern gebunden sein. Die Annahme, daB die Aminogruppe 
des Adenins in irgendeiner Weise blockiert ist, steht damit im 
Kinklang, dai Co-Zymase von Adenylsiituredesaminase nicht an- 
gegrifien wird*). Beziiglich des Warburgschen Co-Fermentes, 
bei dem der Effekt weniger ausgepriigt ist, liBt sich wohl nichts 
sagen. 

Durch ‘duBere Umstiinde bin ich verhindert gewesen, die 
Untersuchungen in dem wiinschenswerten Ausmaf durchzufiihren. 
Die in dieser Arbeit angefiihrten Argumente sollen keinen strengen 
Beweis fiir die Auffassung im beschriebenen Sinne darstellen. 
Doch kénnen die experimentellen Ergebnisse vielleicht zu einer 
Klarung der adeninhaltigen Co-Enzyme nutzbringend herangezogen 
werden. 


') Biochemie. J. 21, 1259 (1927). 
2) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 257, 1 (1935). 
8) Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 234, 254 (1935). 
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Uber den Einflu&8 unbekannter auBerer Faktoren 
bei Versuchen mit Avena sativa. 
19. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe}). 


Von 
Fritz Kégl, A. J. Haagen-Smit und C.J. van Hulssen. 
Mit 12 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1936.) 


In unseren friiheren Mitteilungen haben wir wiederholt darauf 


_ hingewiesen, daB die Auxine, unabhaingig von ihrem Reinheits- 


grad, bei der Auswertung nach dem Wentschen _,,Hafer- 
krimmungstest“ Aktivititen zeigen, die an verschiedenen Ver- 
suchstagen weit voneinander abweichen kénnen. Wir haben fiir 
die Auxine a und b bei einem Mittelwert von etwa 50000000000 AK 
pro Gramm Schwankungen gefunden zwischen 10000000000 und 
120000000000 AE pro Gramm; auch bei Hetero-auxin (f-Indolyl- 
essigsiure) (Mittelwert 25000000000 AK pro Gramm) wurden 
entsprechende Abweichungen festgestellt. 

In den ersten Jahren war die Beurteilung der Verhiltnisse 
dadurch erschwert, daB die angereicherten und auch die reinen 
Lésungen der Auxine a und b ihre Wirksamkeit durch die Selbst- 
inaktivierung mehr oder weniger schnell verlieren. Mit dieser 
Erscheinung hangen die beobachteten Schwankungen jedoch sicher 
nicht zusammen, wie sich schon aus dem Wechsel von niedriger 
und hoher Wirksamkeit ergab. Bevor wir im Hetero-auxin eine 
stabile Testsubstanz entdeckt hatten, verwendeten wir mensch- 
lichen Harn als Standardlisung. Es hatte sich nimlich gezeigt, 
daB entsprechend konservierter Harn?) seine Wirksamkeit iiber 


1) 16. Mitteilung: Diese Z. 235, 201 (1935); 17. Mitteilung: Naturw. 23, 
839 (1935); 18. Mitteilung: Svensk Kemisk Tidskrift (im Druck). 

*) Zur Darstellung dieser Standardlésung wurde der innerhalb von 
24 Stunden ausgeschiedene Harn 2 mal sterilisiert (jeweils 1 Stunde bei 120°), 
filtriert und nach der Auswertung in zugeschmolzenen Ampullen im Kihl- 
schrank aufbewahrt. Wir verwendeten immer Harn der Versuchsperson 


H. 8.; wihrend die Auxine in Mischharn nur zu etwa 20°/, aus Hetero-auxin 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI. 2 
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viele Monate unveriindert beibehilt, wie von Zeit zu Zeit durch 
Kichung an frisch dargestellten Krystallisaten von Auxin-a kon- 
trolliert werden konnte. 

Nachdem chemische Veriinderungen in den Lésungen fiir die 
beobachteten Standardschwankungen nicht verantwortlich sein 
konnten, erhob sich die Frage, ob wir bei der tiglich an 300 bis 
400 Pflanzen ausgefiihrten Testreaktion nicht die Grenze der in 
solchen Serienversuchen erreichbaren Genauigkeit iiberschritten 
hatten; es schien a priori nicht ausgeschlossen, daB es bei diesen 
unwiigbaren Mengen keinen Sinn hatte, die Avena-Kinheit einmal 
zu '/,, und ein andermal zu '/,,, my zu bestimmen. Gegen diese 
Auffassung spricht jedoch unsere jahrelange Erfahrung, nach 
welcher es an normalen Testtagen sehr wohl méglich ist, viel 
kleinere Differenzen zu unterscheiden; unter den in der 4, Mit- 
teilung!) beschriebenen Versuchsbedingungen hat man nur mit 
einem Fehler von 10—20°/, zu rechnen. 

Bei der geschilderten Sachlage muBte die Ursache der 
Schwankungen in der veriinderlichen Empfindlichkeit unserer 
Testpflanzen gesucht werden. In dem fiir unsere Versuche zur 
Verfiigung stehenden Dunkellaboratorium des hiesigen botanischen 
Instituts sind die jahrelangen Erfahrungen der Wentschen 
Schule zur Einhaltung konstanter Bedingungen beriicksichtigt, 
insbesondere werden Temperatur und Feuchtigkeit genau reguliert. 
Da die Empfindlichkeit der Reaktionspflanzen trotzdem stark 
schwankte, muBte es noch unbekannte diuBere Faktoren geben, 
die wir bei der gebriuchlichen Arbeitsweise nicht ausschalten 
bzw. nicht konstant halten konnten. 

Um uns von diesen Schwankungen einigermaBen unabhingig 
zu machen, haben wir seit Januar 1932 alle Auswertungen auf 
die Aktivitit der gleichzeitig gemessenen Standardlésungen umge- 
rechnet. Dieses Vorgehen ermiglichte nun zwar den Vergleich 
von Versuchsergebnissen auch bei Tagen mit sehr abweichender 
Reaktionsfihigkeit der Pflanzen; es verblieb aber trotzdem aus 
experimentellen Griinden der Wunsch, die Ursache der Standard- 





bestehen [Diese Z. 228, 96 (1934)], enthilt der genannte Harn 55—65°/,. Die 
auffiillige Bestiindigkeit hingt wohl mit diesem hohen Gehalt an Hetero- 
auxin zusammen. Das genannte Verhiiltnis zwischen Auxin-a und Hetero- 
auxin ist auch fiir die Beurteilung der Figurea in unserer 7. Mitteilung 
[Diese Z. 220, 137 (1933)] von Wichtigkeit, wo es sich um die gleiche Ver- 
suchsperson handelt. 


') Diese Z. 214, 241 (1933). 
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schwankungen aufzudecken und, wenn méglich, das Ideal der 
konstanten Versuchsbedingungen zu erreichen. 

Dariiber hinaus schien es aber auch fiir die pflanzenphysio- 
logische Forschung wichtig, diesen Verhiltnissen unsere Aufmerk- 
samkeit zuzuwenden. Mit dem umfangreichen Material, das sich 
in unserem ‘Testlaboratorium im Laufe der Jahre ansammelte, 
waren bei statistischer Bewertung méglicherweise neue Zusammen- 
hinge aufzudecken; diese Studien konnten bei uns nebenher 
laufen, wihrend man sich bei einer rein botanischen Problem- 
stellung sehr fragen miiBte, ob sich der entsprechende Arbeits- 
aufwand lohne. 


1. Die Schwankungen wahrend der Tagesperioden. 


Wir stellten uns zunichst die Aufgabe, die Schwankungen 
des Wachstumseffektes unserer Auxinlésungen im Laufe der 
Tagesperiode zu untersuchen. Da wir den Hafer von der Samen- 
keimung an im Dunkellaboratorium aufziehen, kénnte man 
zuniichst annehmen, daB der Wechsel von Tag und Nacht keinen 
unmittelbaren Einflu8 besitzt. Die Tagesrhythmik ist jedoch in 
der Pflanze tief verankert; ist es doch z. B. bekannt}), daB auf 
gleiche Weise gezogene Bohnen, die nie einen Licht- und Temperatur- 
wechsel erlebt haben, periodische Bewegungen in 24 stiindigem 
Rhythmus ausfihren. Es wire deshalb nicht unbedenklich, ver- 
gleichende Studien iiber das Wachstum ohne Beriicksichtigung 
der Tageszeit (bzw. der 24stiindlichen Perioden) vorzunehmen. 
Bei unseren eigenen Versuchen hat es sich aber allein schon 
aus organisatorischen Griinden sehr bald als notwendig erwiesen, 
die Aufzucht der Pflinzchen nach einer bestimmten Zeiteinteilung 
vorzunehmen, da das Alter der Keimlinge fiir die Testreaktion 
keineswegs gleichgiiltig ist. Letzteres ist um so begreiflicher, als 
die Wachstumsgeschwindigkeit der Koleoptile — welche zunichst 
etwa 1cm pro Tag betrigt — nach dem Durchbrechen des 
primiren Blattes rasch abnimmt; bei der erwachsenen Pflanze 
sehen wir die Koleoptile bekanntlich nur mehr als vertrocknetes 
Hiiutchen an der Basis des Stengels. 

Es hat sich am besten bewihrt, fiir den Haferkriimmungstest 88 Stunden 
alte Pflinzchen zu verwenden. Fiir den laufenden Testbetrieb werden 


die Samen am ersten Tag um 16 zur Keimung ausgelegt. Am fiinften 
Tag findet um 8° die 1. Decapitation, um 10 Uhr die 2. Decapitation 


1) Vgl. E.Biinning, Die Erblichkeit der Tagesperiodizitiit bei Pflanzen 
(Naturw. 1932, 340). 
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sowie das Aufsetzen der Agar-Agar-Wiirfelchen statt und kurz vor 12 Uhr 


wird das Schattenbild aufgenommen. 


Nach dem Gesagten ist es selbst- 


verstiindlich, daB fiir die korrekte Bestimmung der Wirksamkeit von Auxin- 
lésungen im Laufe einer Tagesperiode am ersten Tag von Stunde zu 
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Stunde gesiit werden muBte, damit am fiinften und eigentlichen Versuchs- 
tage fiir jede Stunde genau gleichalte Pflanzen zur Decapitation bereit 


standen. 
gesamt 700-900 Pflanzen ausgefiihrt, 


das Aufsetzen des Agar-Agar-Wiirfelchens. 


Fiir die obigen Tageskurven wurde die Testreaktion an ins- 


die Zeitangaben beziehen sich auf 
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Wie man sieht, zeigt nur Fig. 5 eine relativ konstante Wirk- 
samkeit der Auxinlésungen im Laufe der Tagesperiode, wihrend 
in allen anderen Fallen ausgesprochene Maxima auftreten. Bei 
der zweiten Kurve legt ein Maximum zwischen 8 und 12 Uhr 
vormittags, in den fiinf anderen Fallen dagegen in den friihen 
Morgenstunden. So wirkte z. B. eine und dieselbe Auxinlésung 
am 21. Januar 1933 sechsmal starker als in den Vormittags- 
stunden des Vortags. 

Nach diesen Ergebnissen schien uns die gesteigerte Empfind- 
lichkeit der Versuchspflanzen in den friihen Morgenstunden kein 
Zufall zu sein. Um Sicherheit zu haben, miiBte natiirlich noch 
eine erheblich gréBere Zahl von derartigen 24-Stunden-Kurven 
aufgenommen werden; da derartige Versuchstage an die Aus- 
dauer der Experimentatoren') ganz ungewoéhnliche Anforderungen 
stellen, haben wir jedoch davon abgesehen, auch weiterhin solche 
24-Stunden-Kurven aufzunehmen. Fiir die Praxis des Testlabo- 
ratoriums ergab es sich, daf die aus organisatorischen Griinden 
eingefiihrte Zeitregelung bei der Ausfiihrung des Tests sehr 
giinstig ist, da zwischen 10—12 Uhr vormittags relativ konstante 
Versuchsbedingungen herrschen”*). 

In Zusammenhang mit den beobachteten Schwankungen 
wihrend der 'agesperioden war es auch von Interesse, ob der 
,10-Uhr-Standard* — den wir nunmehr seit iiber 4 Jahren be- 
stimmen — einen jahreszeitlichen Einflu8 erkennen 1liBt. 
Dies ist jedoch nicht der Fall. 


2. Sind Wetterfaktoren bzw. elektrische Einfliisse 
fiir die Schwankungen verantwortlich? 


Um die Ursachen der Standardschwankungen aufzufinden, 
haben wir verschiedene Méglichkeiten gepriift. NaturgemaB sind 
Temperatur und Feuchtigkeit von grofem Einflu8 auf den Test- 
versuch. Die entsprechenden Verainderungen in der AuBeren 
Atmosphire kénnen fiir sich selbst die beobachteten Erschei- 
nungen nicht auslésen, da in unserem Versuchskeller Temperatur 
und Feuchtigkeit, wie schon erwahnt, automatisch konstant ge- 
halten werden; wir haben uns immer wieder davon _iiber- 
zeugt, dafi keine Schwankungen auftreten, die die verinderliche 
Empfindlichkeit der Pflanzen erkliren kénnten. Von anderen 


1) Herrn E. W. F. Visser danken wir fiir die zuverliissige Aus- 
fiihrung vieler Testbestimmungen. 
*) Vgl. hierzu E. Maschmann u. F. Laibach, Naturw. 21, 517 (1938). 
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Faktoren des Wetters war in erster Linie an Schwankungen des 
Luftdrucks zu denken. Ein Zusammenhang zwischen Baro- 
meterstand und ,,Auxinempfindlichkeit* waihrend der Tagesperioden 
lieB sich jedoch nicht feststellen; ebenso wenig ergibt sich eine 
solche Beziehung, wenn die entsprechenden Werte in Monats- 
kurven aufgezeichnet werden. Fig. 8 enthalt auBer diesen Kurven 
Angaben der Wetterwarte De Bilt iiber die Wetterlage am 
Morgen der Versuchstage: 
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Schwankungen der Auxinempfindlichkeit (10 Uhr-Test), Februar 1933. 


Ein weiterer Wetterfaktor, der als Ursache fiir die Schwan- 
kungen in Betracht zu ziehen war, ist die Luftelektrizitat. 
Bekanntlich zeigt die elektrische Leitfaihigkeit (bzw. die Ionen- 
dichte) der Atmosphire einen tiglichen Gang!) Die im Freien 
beobachteten Schwankungen pfianzen sich in das Zimmer fort 
und sind auch im geschlossenen Raum noch recht erheblich, ,,die 
Ionen machen also keineswegs vor Doppeltiir und -fenster halt*?). 
Obschon wir nicht dariiber im Zweifel waren, wie grof die 
Schwierigkeiten sein wiirden, eine Briicke zu schlagen zwischen 


1) Vgl. Viktor F. Hess, Die elektrische Leitfihigkeit der Atmosphire 
und ihre Ursachen. Verlag F. Vieweg und Sohn, braunschweig 1926, und 
zwar S. 40. 

*®) K. Egloff, Uber das Klima im Zimmer und seine Beziehungen 
zum AuBenklima. Dissertation Techn. Hochschule Ziirich, Nr. 766; Zitat 
nach K. Kahler, Naturw. 1934, 462. 
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Spezialgebieten der physiologisch-chemischen und der physikalisch- 
meteorologischen Forschung, so hielten wir es doch fiir unsere 
Pflicht, wenigstens orientierende Versuche in dieser Richtung zu 
unternehmen. Fiir die Beratung bei den einschligigen physi- 
kalischen Problemen sind wir Herrn Professor Ornstein, Utrecht, 
und Herrn Professor Pohl, Géttingen, zu Dank verpflichtet; ferner 
haben wir Herrn Dr. J. Went zu danken, der uns freundlicher- 
weise bei der Ausfiihrung einiger physikalischer Messungen unter- 
stiitzt hat. 

Da von unseren physikalischen Beratern zunichst an einen 
KinfluB der Héhenstrahlung gedacht wurde, haben wir damit 
begonnen, die Ziichtung der ‘T'estpflanzen und, so weit méglich, 
auch die Testreaktion in einer Bleikassette mit 5 cm starken 
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Fig. 9. 











Wiinden vorzunehmen. Uberraschenderweise war die Wirksam- 
keit der Auxinlésungen bei solchen Pflanzen hoéher als bei den 
eleichzeitig in normaler Weise gepriiften Versuchspflanzen, iiberdies 
waren die Schwankungen wahrend der ‘T'agesperiode deutlich 
geringer. Der gleiche Effekt lieB sich jedoch auch mit einer 
Zinkkassette von 0,8 mm Wandstiirke erzielen. Nunmehr haben 
wir analoge Versuche mit einer Kassette aus isolierendem Material 
(Bakelit) durchgefiihrt’). Hier schien der mit den Metallkassetten 
beobachtete Effekt nicht aufzutreten, die am 20. und 21. Januar 
1933 bestimmte Tageskurve verlief annihernd parallel jener des 
AuBenstandards. Der Unterschied schien darin zu liegen, dab 
in den Metallkassetten, also im Innern von Leitern, ein elek- 


1) Diese Versuche wurden auf Vortriigen in Wiirzburg [Z. angew. Chem. 
46, 469 (1933)] und Leicester (Brit. Assoc. for the Advancement of Science 
1933, 600) bereits erwihnt. 













































24 Fritz Kégl, A. J. Haagen-Smit und C. J. van Hulssen, 


trisches Feld ausgeschaltet und eine Verarmung an Luftionen 
eingetreten war. Unsere Hoffnung, dab wir hiermit der Ursache 
der Standardschwankungen auf der Spur waren, hat sich jedoch: 
nicht erfillt; bei spiteren Versuchen wurde zwischen den 


Kassetten aus Metall und jener aus Bakelit kein prinzipieller 


Unterschied gefunden. Immerhin verblieb der EKinwand, daB bei 
der hohen Luftfeuchtigkeit des Versuchslaboratoriums die Bakelit- 
kassette durch Kondensation des Wasserdampfes an der Ober- 
fliche bald die Isolatornatur verlieren wiirde; dies lieB sich durch 
Widerstandsmessungen an Bakelitstaben in der Tat nachweisen. 
Kassetten aus paraffiniertem schwarzem Papier verhielten sich 
in dieser Hinsicht giinstiger, die darin geziichteten Pflanzen ent- 
sprachen in ihrer Auxinempfindlichkeit aber ebenfalls jenen der 
Metallkassetten. Die folgende Tabelle enthalt in der 1. Spalte 
die Monatsmittel der ,normalen“ Standardbestimmungen; in den 
beiden anderen Spalten sind die entsprechenden Werte fiir die 
Zink- und die Papierkassette angegeben. Als Ergebnis dieser 
9 Monate lang durchgefiihrten Versuche berechnet sich fiir die 
Auxinwirksamkeit bei gewéhnlichen Testpflanzen 46,6 Milliarden 
AE pro Gramm, bei den Kassettenpflanzen 67,8 Milliarden AE 
pro Gramm, d.i. eine Erhéhung um 45,4°/,. 





Monat Normal Zinkkassette Papierkassette*) 
November 1934 41 57 — 
Dezember 1934 39 52 51 
Januar. . 1985 37,5 51 55 
Februar . 1935 43 — 66 
Marz .. 1935 37 65 
April . . 1935 57 — 70 
Mai... 1935 66 79 96 
Juni. . . 1935 55 83 84 
Juli. . . 1935 44 68 69 











*) In den letzten 4 Monaten wurden paraffinierte Papierkassetten ver- 
wendet. 


Selbstverstandlich haben wir bei all diesen Versuchen nach 
Méglichkeit dafiir gesorgt, da8 im Innern der Kassetten gleiche 
T'emperatur und gleiche Feuchtigkeit herrschten wie in unserem 
Arbeitsraum. 

Zum Vergleich haben wir auch Versuchspflanzen in geerdeten 
Faraday-Kafigen geziichtet und ausgewertet. Bei dieser Versuchs- 
anordnung stimmte die Empfindlichkeit véllig iiberein mit jener 
der normal geziichteten Pflanzchen. Bei den Kafigversuchen standen 
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die Pflinzchen; ebenso wie bei der normalen Ausfiihrung der 
Testreaktion, unter dem EKinfluf des diffusen orangefarbenen Lichtes 
unseres Arbeitsraums. Zu Beginn unserer Untersuchungen iiber 
Auxine arbeiteten wir bei rotem Licht. Nachdem aber H. G. du 
Buy!) festgestellt hatte, da auch bei Anwendung eines 2 mm 
dicken Orangefilters (OG 2 der Firma Schott, Jena) keine Stérungen 
durch phototropische Kriimmungen auftreten, sind wir zu dieser 
Beleuchtung iibergegangen, die ja fiir den Experimentator erheb- 
lich angenehmer ist. Die genannten Lichtfilter sind geeicht und 
undurchlassig fiir Wellenlingen von 546 mu und kleiner. Die 
im Dunkeln geziichteten Pflinzchen zeigten ein etwas lingeres 
Mesokotyl?). Wenn es auch nicht feststeht, daf dieser Unterschied 
von KinfluB ist auf die an der Koleoptile stattfindende Testreaktion, 
so folgt doch auf jeden Fall aus der verschiedenen Auxin- 
empfindlichkeit, daB das diffuse orangefarbene Licht nicht ohne 
KinfluB auf den ,,chemischen Zustand“ der Koleoptile ist. Es 
muB8 hervorgehoben werden, dafi die Bedeutung der gewéhnlichen 
Tageskurven der Auxinempfindlichkeit durch diesen Befund nicht 
beeintrachtigt wird; bei diesen Versuchen standen die Pflanzen 
von der Keimung ab unter orangefarbenem Licht, und zwar befand 
sich die Lampe wie gewoéhnlich in 0,5—1m Abstand von den 
Pflanzen. Um eine entsprechende Beleuchtung in den Kassetten 
anzubringen, hatte man diese erheblich gréBer dimensionieren 
miissen, wovon wir aus naheliegenden Griinden absahen. 

In der Annahme, daB die beobachteten Schwankungen durch 
sehr schwache elektrische Stréme in der Pflanze verursacht werden, 
haben wir vor 3 Jahren auf Vorschlag von Professor Pohl eine 
kiinstliche Potentialdifferenz in der Pflanze erzeugt. Hierzu wurde 
ein feuchter Seidenfaden am Agar-Agar-Wiirfelchen angeklebt und 
mit dem einen Pol der Stromquelle verbunden, wiahrend der 
Pflanzentrog mit dem anderen Pol in Verbindung stand, oder 
umgekehrt. Wir hatten z. B. Potentialdifferenzen von 0,2 
bis 1,4 V/em und Stréme von 0,0004—0,0028 mA. Der Effekt 
entsprach der Siurenatur der Auxine. Wenn der Seidenfaden 
mit dem —Pol verbunden ist, wird der Transport des physio- 
logisch aktiven Auxin-Anions zur Basis beschleunigt. In diesem 
Falle kénnen wir die Wirksamkeit bis auf etwa 150 Milliarden AE 
pro Gramm steigern. Wenn wir dagegen umpolen, so wird der 





1) Rec. Tray. bot. néerl. 30, 798 (1933). 
2) Vel. hierzu Angaben der botanischen Literatur bei P. Boysen 
Jensen, Die Wuchsstofftheorie, G. Fischer, Jena 1935, und zwar S. 15. 
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Transport des Auxin-Anions gehemmt, so daB die Wirksamkeit 
bei der gleichen, aber umgekehrt gerichteten Potentialdifferenz 
auf etwa 10 Milliarden AE pro Gramm erniedrigt wird. Diese 
mit Rohpraparaten aus Harn und mit krystallisiertem Auxin-a 
ausgefiihrten Versuche lieBen sich in analoger Weise auch mit 
Hetero-auxin verwirklichen. Bei Versuchen mit dem physiologisch 
ebenfalls aktiven Methylester des Hetero-auxins lief sich er- 
wartungsgeméB keine Steigerung der Wirksamkeit erzielen, wenn 
der Seidenfaden mit dem --Pol verbunden war. Ein solcher 
Effekt trat jedoch auch nach dem Umpolen nicht in Erscheinung, 
obschon man dies nach dem basischen Charakter des Hetero- 
auxin-methylesters erwarten konnte. Es ist jedoch zu bedenken, 
daB die aktive Substanz in einer Verdiinnung von 1: 20000000 
in schwach essigsaurer Lésung untersucht wird, soda die Konzen- 
tration des physiologisch aktiven Kations 


—,—CH,—COOCH, 


HH* 
ungeheuer gering sein wird. 


Die geschilderten Versuche sind gut reproduzierbar und ver- 
sprachen nicht nur fiir die Aufklirung der Ursachen der schwan- 
kenden Auxinempfindlichkeit, sondern dariiber hinaus auch fiir 
die Theorie der photo- und der geotropischen Kriimmungen einen 
wichtigen Fortschritt. Die Ergebnisse erschienen jedoch in ganz 
anderem Licht, als sich zeigte, dab bei unserer Versuchsanordnung 
nur der Transport der Auxine im Agar-Agar-Wiirfelchen, nicht 
aber jener in der Koleoptile beeinfluBt wird. Dies ergab sich 
aus folgendem Versuch: Symmetrisch zum auxinhaltigen Agar- 
Agar-Wiirfelchen wurde auf der Koleoptile ein zweites auxin- 
freies Agar-Agar-Wiirfelchen angebracht, an dem der Seidenfaden 
befestigt wurde. Bei gleicher Potentialdifferenz wie friiher wurde 
nunmehr die Wirksamkeit des Auxins nicht beeinfluBt, obschon 
in der Koleoptile sicherlich das gleiche Potentialgefille vorhanden 
war (Fig. 10). 


Wir glauben, daB diesem Befund Bedeutung zukommt in Zu- 
sammenhang mit der botanischen Polaritiitstheorie von F.W.Went}), 
die sich u. a. auf folgende experimentellen Befunde stiitzt: 


1) Jb. Bot. 76, 528 (1932), und zwar S. 537. 
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In Impatiens-Keimpflanzen wandern Basen (wahrscheinlich 
als Ionen) basifugal und Séuren basipetal. Das stimmt auffallend 
mit unserem Satz, daB die Basis einer Pflanze ein positiver elek- 
trischer Pol ist: dorthin wandern negative Ionen d. h. Sauren; die 
Basen, wenigstens ihre positiven Jonen, werden dagegen von dem 
apikalen negativen Pole angezogen. Das ganze wire mit einem 
kataphoretischen ProzeB zu vergleichen.“ 


BAgar-Wiurlelchen mit Auxin-a 


10} + OAgar-Wirfelchen ohne Auxinre 


130} 
120* 
170; 
100+ 





fos] 
Ss 
: pee T 





Ss8s 
tia 





20r 
70+ 














,; + + 2 + = + is s * ¢ 
Sromstarke into- 

+Pol mit dem Seidenfaden verbunden —Pol mit dem Seidenfaden verbunden 

Fig. 10. 


3. Uber die Schwankungen der Atmungsintensitét bei Avena sativa. 


Bei Versuchen iiber die Atmung unserer Testpflanzen hat 
sich ergeben, daf diese 4hnlichen Schwankungen unterliegt, wie 
wir sie bei der Auxinwirkung gefunden haben. Die Atmungs- 
versuche haben wir urspriinglich aus ganz anderen Griinden aus- 
gefiihrt. Nachdem schon verschiedene Forscher einen Zusammen- 
hang zwischen Wuchsstoffwirkung und Atmung gesucht haben, 
ist eine solche Beziehung erneut in einer Arbeit von J. Bonner!) 
ausgesprochen worden. Dieser Autor bestimmte die Atmung bei 
3—5 mm langen Koleoptilstiickchen von etwa 4 Tage alten Hafer- 
pflinzchen, die sich in einer Pufferlésung befanden. In Parallel- 
versuchen wurde die Atmungsgeschwindigkeit vor und nach Zugabe 
von ,,Rhizopin“-Priparaten verschiedener Konzentration gemessen. 
Hierbei ergab sich eine maximale Atmungsbeschleunigung von 
25°/,, wenn die Lésung etwa 11 ,plant units“ pro ccm enthielt; 


1) J. gen. Physiol. 17, I, 63 (1933). 
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eine Konzentration von 1100 ,,plant units‘ pro ccm und noch 
héhere Konzentrationen zeigten dagegen eine ausgesprochene 
Giftwirkung. 

Diese Befunde erschienen uns fiir das Verstiindnis der Auxin- 
wirkung sehr bedeutsam; da wir im Besitz der krystallisierten 
Auxine waren, lag es nahe, die Bonnerschen Versuche auch mit 
den reinen Praparaten durchzufiihren. Die von Bonner ver- 
wendeten rohen Rhizopinlésungen enthielten als. wirksamen Be- 
standteil #-Indolyl-essigsaure '); es war jedoch von vornherein nicht 
sicher, ob seine Befunde in der T'at durch den Wuchsstoff ver- 
ursacht sind oder ob dafiir Begleitstoffe verantwortlich waren. 
Bonner selbst wies bereits auf die 'atsache hin, daB verschiedene 
Aminosauren in sehr geringen Konzentrationen die Atmung von 
Elodea, Fontinalis und Potamogeton beschleunigen kénnen, obwohl 
diese Stoffe keinen Einfluts auf die Zellstreckung besitzen. 

Fiir unsere Versuche verwendeten wir in gleicher Weise wie Bonner 
Stiickchen von Hafersprossen. Die Atmungsmessungen wurden nach der 
von O. Warburg’) ausgearbeiteten Methode unter Anwendung der Blut- 
gasmanometer nach Haldane und Barcroft*) ausgefiihrt. Die Hafer- 
pflinzchen wurden in der fiir den Kriimmungstest gebriuchlichen Weise 
geziichtet und decapitiert, um sie nach Méglichkeit auxinfrei zu machen. Zu 
Beginn der Atmungsbestimmung wurde jedes MeBgefiB mit 100—150 SproB- 
stiickchen (+ 3 mm lang) in 5 cem ,,Verdiinnungslésung“ gefillt. Bonner 
beniitzte bei seinen Versuchen eine M/50-Phosphat-pufferlésung; wir haben 
uns wiederholt davon iiberzeugt, da die Atmungsintensitit unseres Pflanzen- 
materials in beiden Lésungen gleich groB ist, bevorzugten jedoch die Ver- 
wendung unserer Verdiinnungslésung, da wir hierbei sicher waren, daB das 
Auxin tatsichlich in das Pflanzenmaterial eindrang. In den seitlichen 
Anhangskélbchen unserer MeBgefiBe befanden sich Auxinlésungen ver- 
schiedener Konzentration, die wihrend des Versuchs im gewiinschten Zeit- 
punkt in das HauptgefaéB iibergefiihrt werden konnten. 

Bei dieser Arbeitsmethodik war es méglich, die Atmungs- 
geschwindigkeiten vor und nach Zugabe des Auxins ohne Unter- 
brechung der Versuche zu bestimmen. Wir verzichten auf eine 
ausfiihrliche Beschreibung der zahlreichen, mit krystallisiertem 
Auxin-a und mit Hetero-auxin durchgefiihrten Versuche*) und be- 
schrinken uns auf die Wiedergabe von Fig. 11. Es ergab sich 


1) Diese Z. 228, 114 (1934); K. V. Thimann, J. of Biol. Chem. 109, 
279 (1935). 

2) Vgl. Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926, Verlag 
Julius Springer. 

5) J. of Physiol. 28, 232 (1902). 

*) Das Zahlenmaterial und weitere Figuren sind in der Dissertation 
von ©. J.van Hulssen, Utrecht 1936, einzusehen. 
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in keinem Fall eine Beschleunigung oder Hemmung der 
Atmungsgeschwindigkeit’). 

Da sich diese Versuche iiber einen lingeren Zeitraum er- 
streckten, wurden wir auf die eingangs erwaihnten Schwankungen 
der Atmungsintensitiit aufmerksam. Die tiglich gemessenen 
Kontrollversuche ohne Auxinzusatz zeigten niimlich ebenso deut- 
lich wie die Versuchsansitze selbst, da die Atmungsintensitit 
(trotz gleicher Ziichtung und Vorbehandlung der Pflanzen) an den 
einzelnen ‘agen sehr verschieden sein kann. Es erhob sich 
natiirlich sofort die Frage, ob diese Schwankungen in Zusammen- 
hang standen mit jenen, die wir seit langem bei der Auxin- 
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Fig. 11. 
Die GefiBe wurden um 11 Uhr gefiillt; an den mit den Pfeilen markierten Stellen wurden 
bei I und II Lésungen von Auxin-a zugefiigt (Konzentration im HauptgefaB 1000 AE 
pro ccm), bei III und IV entsprechende Mengen der gewéhnlichen Verdiinnungslésung. 


empfindlichkeit beobachtet haben. Wir haben deshalb einige 
Wochen den Kriimmungstest und die Atmungsversuche neben- 
einander zur gleichen Zeit im gleichen Raum ausgefiihrt, wobei 
wir natiirlich Pflanzen derselben Aufzucht verwendeten. In den 
folgenden Kurven sind die zwischen dem 6. September und dem 
20. Oktober 1934 erhaltenen Versuchsergebnisse aufgezeichnet, 
wobei die Atmungsgeschwindigkeiten wegen des besseren Vergleichs 
in Logarithmen der Tangenswerte ausgedriickt sind. Wie man 
sieht, zeigen die beiden Kurven nicht nur den gleichen Gang, 
sondern sogar ziemlich parallelen Verlauf. 








') Wie uns Herr Bonner privatim mitteilte, hat er dieses Ergebnis 
inzwischen ebenfalls bestitigen kénnen. 
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Es schien uns unwahrscheinlich, daB die beobachtete Parallelitit . 
zufalliger Art war. Nachdem durch die im zweiten Abschnitt ( 
| beschriebenen Kassettenversuche eine Méglichkeit gegeben war, — 1 
Pflanzen mit héherer Auxinempfindlichkeit zu ziichten, haben wir — « 
gepriift, ob mit dieser Veriinderung auch eine Steigerung der , 
Atmungsintensitéat einhergeht. In der Tat konnte bei allen in —& ¢ 
Kassetten aufgezogenen Pflinzchen festgestellt werden, daB die ( 
Atmungsgeschwindigkeit gréBer war als bei den ,normal“ ge- 
ziichteten Haferpflanzen. | 
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Fig. 12. 
Atmung (in log tg) und Auxinempfindlichkeit (in Milliarden AE/g). 


Fiir den in Fig. 12 dargestellten Zeitabschnitt ergibt sich 
eine mittlere Atmungsgeschwindigkeit, deren Logarithmus 0,72—1 
betragt (Mittelwert von 23 Versuchstagen). Bei den zwischen dem 
29. Oktober 1934 und dem 20. November 1934 ausgefihrten Ver- 
suchen wurden Pflinzchen verwendet, die in einer Bakelit- bzw. 
in einer Zinkkassette geziichtet waren. Hier errechnete sich bei 
19 Versuchstagen als Mittelwert fiir den Logarithmus der Atmungs- 
geschwindigkeit 0,90—1, d.i. eine Erhéhung um 25°/.. Es mufB 
besonders darauf hingewiesen werden, daB bei den letztgenannten 
Versuchen die Atmungsgeschwindigkeiten viel konstanter gefunden 
wurden als bei entsprechenden Bestimmungen der Auxinempfind- 
lichkeit. 

Nach den soeben beschriebenen Befunden kommt man zur 
Annahme, daB die unbekannten ‘uBeren Hinfliisse, nach denen 
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wir suchen, ihre Wirkung primir auf die Atmung ausiiben; 
der KinfluB auf die Auxinempfindlichkeit wire dann sekundir 
mit jenem auf die Atmung gekoppelt. Wie im zweiten Abschnitt 
erwihnt wurde, ist der prinzipielle Unterschied zwischen den 
,normalen“ Testpflanzen und den Kassettenpflanzen darin gelegen, 
daB letztere so gut wie véllig im Dunkeln aufwuchsen, wihrend 
die gewohnlichen Testpflanzen wihrend der Arbeitszeit dem orange- 
farbenen Licht ausgesetzt waren. Wir haben auch bereits die 
Vermutung ausgesprochen, daB diese geringe Belichtung nicht 
ohne Kinflu8 auf den ,chemischen Zustand“ der Koleoptile ist. 
Vielleicht besteht der wesentliche Unterschied darin, dab die 
,Jrangelicht-Pflanzen“ bereits etwas assimilieren'). Nach einer 
freundlichen Mitteilung von Herrn Prof. V. J. Koningsberger 
ist diese Mdéglichkeit nicht ausgeschlossen; der exakte Nach- 
weis der Assimilation wiirde im vorliegenden Fall eine Spezial- 
untersuchung erfordern, die auBerhalb des Rahmens dieser 
Arbeit liegt. 


Wenn die unbekannten Einfliisse bei der Auxinempfindlich- 
keit sich in der Tat auf dem Wege iiber die Atmung geltend 
machen, so ergibt sich als niichste Forderung, daf in diesem Fall 
bei einer kiinstlichen Steigerung der Atmung’) auch die Auxin- 
empfindlichkeit erhéht sein miiBte. Wir haben bisher hieriiber nur 
orientierende Versuche ausgefihrt, in welchen wir Pflinzchen ver- 
wendeten, die unter entsprechenden Bedingungen in Exsiccatoren 
in reiner Sauerstoffatmosphire geziichtet waren. Die Auswertung 
dieser Pflanzen im Kriimmungstest ergab 55 Milliarden AE pro 
Gramm gegen 40 Milliarden bei den normalen Testpflanzen, das 
ist also eine um 38°/, héhere Auxinempfindlichkeit. Den Mittel- 
werten liegen die Ergebnisse von 33 Versuchstagen zugrunde, bei 
denen 29 mal die Erhéhung der Auxinempfindlichkeit zu kon- 
statieren war. 


') Wenn die SproBstiickchen wiihrend der Atmungsmessung auch 
assimilierten, wiirden die fiir die Atmung gefundenen Werte zu klein 
sein. Obschon dies den Unterschied zwischen ,,Orangelicht-Pflanzen“ und 
,Kassettenpflanzen“ erkliiren kénnte, halten wir diese Deutung fiir wenig 
wahrscheinlich. Die mit dem Pflanzenmaterial gefiillten Gefibe befanden 
sich niimlich wiihrend der Messung in einem gegen das Orangelicht ab- 
geschirmten Thermostaten; iiberdies wurde mit der eigentlichen Messung 
immer erst nach 1'/, Stunden begonnen. 


*) Vgl. S. Kostytschew, Lehrb. d. Pflanzenphysiol. 1, 471 (1926), 
Berlin, Verlag J. Springer. 
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Wenn normale Testpflanzen nur wiihrend der Dauer des 
Kriimmungstestes in reiner Sauerstoffatmosphire gehalten wurden, 
lieB sich keine nennenswerte Krhéhung der Empfindlichkeit fest- 
stellen (Mittelwerte von 18 Versuchstagen 42 Milliarden AE pro 
Gramm gegen 38 Milliarden AK pro Gramm bei der gewéhn- 
lichen Testreaktion). 


4. Schlu&8bemerkungen. 


Nachdem durch die vorliegende Untersuchung enge Be- 
ziehungen zwischen Auxinempfindlichkeit und Atmung aufgezeigt 
sind, muB noch auf ein drittes Phinomen hingewiesen werden, 
das in einer unabhiangigen Arbeit von H. Bottelier') im bota- 
nischen Laboratorium der Universitit Utrecht studiert wurde. 
Dieser Autor beobachtete, daf die Geschwindigkeit der Proto- 
plasmastrémung bei Avena sativa ebenfalls von ‘l'ag zu Tag, 
manchmal selbst von Stunde zu Stunde Verinderungen aufwies. 
An Tagen mit hoher Auxinempfindlichkeit zeigten die Pflanzen 
eine groBe Strémungsintensitiit; bemerkenswerterweise fand Botte- 
lier ferner, daB der in Kassetten geziichtete Hafer héhere Werte 
fiir die Protoplasmastrémung ergab als die gewohnlichen Pflanzen. 
Der Autor kommt zu folgendem Ergebnis: ,,Obgleich die Versuche 
nicht als endgiiltig beweisend zu betrachten sind, ist doch mit 
groBer Wahrscheinlichkeit zu schlieBen, daB zwischen Intensitit 
der Protoplasmastrémung und Empfindlichkeit der Zelle fiir Wuchs- 
stoff ein direkter Zusammenhang besteht.“ 

Atmung, Protoplasmastrébmung und Auxinempfindlichkeit 
hingen sicherlich eng miteinander zusammen. Wir glauben, dab 
die Atmung der iibergeordnete Vorgang ist. In welcher Weise 
die beiden anderen Vorgiinge voneinander abhingen, wei man 
nicht; es wire einleuchtend, dab die Protoplasmastrémung der Zell- 
streckung vorgeschaltet ist, doch lift sich hiertiber — wie iiber 
den gesamten Mechanismus — bisher keine Aussage machen. 

Ks ist uns nicht gelungen, die unbekannten iiuBberen Faktoren 
aufzudecken, welche bei den Versuchen mit Avena sativa von 
KinfluB sind. Die Tatsache, da8 die praktisch vdéllig etiolierten 
,Kassettenpflanzen“ bei drei verschiedenen biologischen Reaktionen 
(Kriimmungstest, Atmung und Protoplasmastrémung) héhere Werte 
ergeben, weist nachdriicklich auf den KinfluB des orangefarbenen 
Lichtes hin, dem die gewéhnlichen Pflanzen tagstiber ausgesetzt 


1) Ree. Trav. bot. néerl. 31, 474 (1934). 
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sind. Wir haben diese Beleuchtungsweise iibernommen, da sie 
nach den Erfahrungen der Botaniker keine phototropischen 
Stérungen hervorruft und iiberdies fiir den Experimentator eine 
eroBe Erleichterung bedeutete. Man sieht nachtraglich, daB das 
orangefarbene Licht!) keineswegs harmlos ist und daB bei kiinftigen 
Untersuchungen dieser Art iiberdies die zur Anwendung gelangenden 
Lichtmengen genau definiert werden miiften. 

Immerhin sind auch unter Beriicksichtigung dieser Erfahrung 
die starken Schwankungen in der Empfindlichkeit unserer Test- 
pflanzen nicht zu begreifen. Die Annahme luftelektrischer Kin- 
fliisse konnte nicht bewiesen werden, ist aber auch nicht wider- 
legt. Natiirlich gibt es manche andere Wetterfaktoren, die noch 
weniger leicht zu definieren sind, die aber doch — wie die ein- 
schligige medizinische Literatur zeigt — fiir die Auslésung ver- 
schiedener Erscheinungen verantwortlich gemacht werden. Zum 
SchluB soll eine Privatmitteilung von Herrn Kollegen F. W. Went 
erwihnt werden, nach welcher die Haferpflanzen im gleichmaBigen 
Klima von Pasadena sehr konstant reagieren; dagegen sei ihm 
aus der ersten Zeit der Wuchsstoffarbeiten sehr wohl in Erinne- 
rung, daB die Versuche im Utrechter Laboratorium viel gréBere 
Schwankungen ergaben. Die sehr verinderliche Atmosphire in 
Holland bietet fiir eine Analyse der Verhiltnisse groBe Schwierig- 
keiten, zumal es nicht bekannt ist, in welchem Zeitpunkt zwischen 
Keimung und Testreaktion sich eventuelle ,,Wettereinfliisse* geltend 


machen. 


Wir beniitzen die Gelegenheit, um Herrn Prof. V. J. Koningsberger 
fiir die weitere Uberlassung des Dunkellaboratoriums seines Instituts unseren 


verbindlichsten Dank auszusprechen. 
1) Vgl. hierzu die Befunde von J. van Overbeek [Rece. Trav. bot. néerl. 
30, 595 (1933)], nach welchen bei Raphanus sativus eine Bestrahlung mit 
weiBem Licht die Auxinempfindlichkeit betrichtlich herabsetzt. 


Ce 
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Uber die Phosphatase der Kartoffel und der Zuckerribe. 
Von 
Edgar Pfankuch. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus der Mikrobiologisch-chemischen Abteilung der Biologischen Reichsanstalt 
fiir Land- und Forstwirtschaft in Berlin-Dahlem.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1936.) 


Bei der Untersuchung des Kohlenhydratstoffwechsels der 
Kartoffelknolle und der dabei aufgedeckten Zusammenhinge 
zwischen Phosphorylierungen, Oxydoreduktionen, Rohrzucker- 
synthese und Atmung machte sich die Anwesenheit einer Phos- 
phatase in den PreBsiften bemerkbar’). Phosphatasen finden sich 
nun wohl in allen pflanzlichen und tierischen Zellen, in den 
KartoffelpreBsiften waren aber Konzentration und Menge der 
Phosphatase so ungewéhnlich hoch, daB eine genauere Charak- 
terisierung der Phosphatase und ihrer Wirkungsbedingungen not- 
wendig erschien, namentlich nach Kenntnis der oben erwihnten 
Zusammenhiange. 

Als MaB fiir die Fermentmenge wurde die von Albers?) 
vorgeschlagene Phosphataseeinheit (PE) benutzt, zumal diese Maf- 
elnheit leicht bestimmbar ist und auch von anderer Seite iiber- 
nommen wurde*). Die so gemessene Phosphatasekonzentration 
der KartoffelpreBsafte ist zwar sortenabhingig, eine ganze Anzahl 
von Sorten gab aber Werte von 100—200 PE je Kubikzentimeter 
PreBsaft, also etwa 80—160 PE/g Frischgewebe. Das sind schon 
sehr hohe Werte, Oberhefe z. B. enthilt etwa 25 PE/g‘), Unterhefe 
etwa 3 PE/g, Nierenautolysate etwa 10—20PE/ccm?); héhere Werte 
scheint iiberhaupt nur ein einziges tierisches Organ zu geben, 


1 


) E. Pfankuch, Biochem. Z. 279, 115 (1935). 
2) Diese Z. 232, 165 (1935). 
*) 1 PE ist diejenige Fermentmenge, die unter optimalen Bedingungen 
aus Na-f-glycerophosphat in 1 Stunde 0,1 mg P freimacht. 
3) Ark. f. Kemi 12 B, Nr. 8 (1935), 
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die Prostata mit etwa 1200 PE/g‘). Die vermutete Bedeutung der 
Phosphatase fiir den Kohlenhydratstoffwechsel (vgl. unten) forderte 
ibre Gegenwart auch in Zuckerriiben. In PreBsiaften zerriebener 
Zuckerriiben finden sich auch tatsichlich ahnlich hohe Ferment- 
konzentrationen von 100 PE/ccm. Soweit bisher zu sehen ist, 
gleicht die Zuckerriibenphosphatase in allem der Kartoffelphos- 
phatase. 

So hohe Fermentkonzentrationen forderten geradezu auf zur 
Darstellung von Fermentpriparaten, zumal Albers?) mit einer 
fraktionierten Alkoholfaillung bei der Nierenphosphatase sehr gute 
Erfolge erzielt hatte. Eine bloB zweistufige Fallung von Kar- 
toffelpreBsaften mit Alkohol (Konzentration bei der I. Fallungs- 
fraktion 33°/,, bei der II. 66°/,) lieB die gesamte Phosphatase in 
der II. Fraktion erscheinen. In ganz kurzer Zeit und in beliebigen 
Mengen lassen sich so haltbare Phosphatasepriparate gewinnen 
mit einer Aktivitit bis zu 5—10 PE/mg bei Kartoffeln und 
10—15 PE/mg bei Zuckerriiben. Es sind dies die wirksamsten 
Praparate einer sauren Phosphatase und einer Pflanzenphospha- 
tase*), Dieser Hinweis kann deswegen nicht unterdriickt werden, 
weil die Kartoffelphosphatase die leichtest zugiingliche und dar- 
stellbare Phosphatase ist. 

Wie die meisten Pflanzenphosphatasen hat auch die Kartoffel- 
phosphatase ihr Wirkungsoptimum im schwach sauren Gebiet, bei 
Py 0,8—5,9 (Fig. 1). Die Aciditit der KartoffelpreBsifte liegt im 
selben Gebiet, bei p,, 5,8—6,2, die Phosphatase arbeitet also im 
Zellsaft wenigstens in dieser Hinsicht unter optimalen Bedingungen. 
Bei einem so typischen lyo-Ferment ist diese Ubereinstimmung 
nicht weiter auffiallig; bei den desmo-Fermenten ist ja die Gefahr 
der Veriinderung des unldslichen, hochkomplizierten Pherons sehr 
viel gréBer und damit die Ausbildung unphysiologischer Optima 
(Py > 9) auch leichter méglich. Die Aktivitiits-p,-Kurve fallt 
nach der alkalischen Seite steiler ab als nach der sauren Seite. 
Die Pufferungskurve der KartoffelpreBsifte (Fig. 2) zeigt weiter, 
daB die Pufferung nach der alkalischen Seite hin geringer ist als 
nach der sauren Seite, mit einem Pufferungsminimum bei p,, 7,2 bis 
7,5. Man mu8 daraus folgern, daB in der Kartoffelknolle eine 


*) W. Kutscher u. H. Wolbergs, Diese Z. 236, 238 (1935). 

*) Von der Harn- und Prostataphosphatase sind wohl schon sebr viel 
reinere Fermentlésungen bekannt, haltbare Trockenpriparate sind aber ent- 
weder nicht oder nur schlecht reproduzierbar herzustellen [Kutscher u. 
Worner, Diese Z. 288, 275 (1936); 239, 120 (1936)]. 
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Verschiebung der Aciditét zu alkalischen Werten hin, eine Er- 
héhung des p,-Wertes, leichter erfolgen und die Phosphatase- 
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Fig. 1. Aktivitéts-py-Kurve (K = Kartoffel, R = Zuckerriibe). ~ 
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Fig. 2. Elektrotitrationskurve eines KartoffelpreBsaftes (y = Eigen-py des PreBsaftes). 


titigkeit stirker beeintrichtigen kann als eine Verminderung des 
Py- Wertes. 

Kartoffel- und Zuckerriibenphosphatase gehéren zur groBeu 
Gruppe der substratunspezifischen Phosphatasen. 


Die Frage nach der Spezifitit einer Phosphatase ist bisher so beant- 
wortet worden, daB von verschiedenen Substraten die Anfangsgeschwindig- 
keiten oder Reaktionskonstanten der Substratspaltung bestimmt und als Mab 
der Spezifitit betrachtet wurden. Eine einfache Uberlegung zeigt aber, dab 
die Geschwindigkeit », der Substratspaltung durch eine gegebene Ferment- 
menge bei verschiedenen Substraten abhingig ist einmal von der Disso- 
ziationskonstante k, der Verbindung Ferment-Substrat [Michaeliskonstante °)), 

°) Michaelis u. Menten, Biochem. Z. 49, 333 (1913); Michaelis u. 
Rona, ebenda 60, 61 (1914). 
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zweitens aber auch abhingig ist von der Geschwindigkeit v, der Zerfalls- 
reaktion Ferment-Substrat = Ferment + Phosphat + Alkoholrest und also 
formuliert werden mu 


(1) v, = C-v,=—— 


wobei v bzw. v, die Anfangsgeschwindigkeiten und S die molare Substrat- 
konzentration bedeuten (K, = k,- 10°). 


v, wiederum ist abhingig von der Konstitution der Ferment-Substrat- 
Verbindung, also abhingig von der Konstitution des Ferments und (bei 
gegebenem Ferment) von der Konstitution der Phosphorsiiureester, von den 
Valenzverhiltnissen der Esterbindung. 2, ist leicht zu bestimmen, da bei 
hohen Substratkonzentrationen, wenn Sz S +4, wird, v, einfach v, pro- 
portional ist. Wird unter so definierten Bedingungen v, bestimmt fiir die 
zwei Phosphorsiureester a und 0b, so ist das Verhiltnis v.,:v,, ein fiir das 
betreffende Ferment charakteristischer Wert. 


Schwieriger, manchmal nur gréfenordnungsmiibig méglich, ist die Be- 
stimmung von ks, Man mu8 mit kleinen Substratkonzentrationen arbeiten, 
auBerdem aber bei phosphathemmbaren Phosphatasen die Spaltungsgrade 
noch besonders niedrig halten, so da oft die freigelegten Phosphormengen 
zu klein werden, um genau erfaBt werden zu kénnen. Ist aber erst fiir 
ein Substrat der absolute 4,-Wert bekannt, so lassen sich relative /,-Werte 
fiir andere Substrate sehr leicht und genau bestimmen. Die Hemmbar- 
keit der Phosphatase durch anorganisches Phosphat kann hierzu benutzt 
werden. 


Bezeichnet man mit k&, die Dissoziationskonstante der Verbindung 
Ferment-Phosphat, so ist in erster Anniherung, wie Jacobsen®) gezeigt hat, 


Pp 
P = Phosphatkonzentration, 
v, = Anfangsgeschwindigkeit der Substratspaltung mit P-Zusatz, 
ci ”? ”? ”? ohne ” 
Ky, = ky + 10°. 
Bei gleichen Phosphat- und Fermentmengen und bei gleich hohen, 
optimalen Substratkonzentrationen vereinfacht sich die Formel zu 





(3) b= o.(%—1), 
Up 
wobei C= ws is ks) ist, da k, natiirlich unabhingig von der Natur des 


Substrates ist. Die Hemmung der phosphatatischen Spaltung der Phosphor- 
siureester durch Orthophosphat ist also unter diesen Bedingungen propor- 
tional &,. 


®) Biochem. Z. 249, 21 (1982). 
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Nach Kenntnis von k, kann auch der absolute Wert von k, errechnet 
werden, es ist aber zu beachten, da8 das Verhiiltnis k,:k, sehr viel genauer 
bestimmt werden kann als die Einzelwerte. 


In einer folgenden Mitteilung wird die angeniherte Bestimmung der 
GréBen v,, k, und &, an einigen Fermenten und Substraten durchgefiihrt 
werden. Es ist zu erwarten, da8 diese Werte und ihre Verinderungen durch 
physikalische und chemische Eingriffe in den Fermentsymplex einen Beitrag 
zur Spezifitit der Phosphatasen liefern werden. 


Vorversuche mit der Kartoffelphosphatase haben fiir die Sub- 
strate «- und f-Glycerophosphat, Phosphoglycerinsiiure, Hexose- 
diphosphat und Inosit-hexaphosphorsiiure annahernde Gleichheit 
der k,-Konstanten ergeben, so da8 in diesem Sinne von einer 
unspezifischen Phosphatase gesprochen werden kann. Die relativen 
Werte fir k, ergaben sich dabei durch Auswertung der Phosphat- 
hemmung nach Formel (3). Obwohl also die Affinitiit der Phos- 
phatase zu den genannten Substraten gleich hoch ist, werden doch 
diese Substrate ungleich schnell gespalten: die Zerfallsgeschwindig- 
keiten der Ferment—Substrat-Komplexe sind verschieden und 
zwar verhalten sich die v,-Werte fiir Phytin-Na : Hexosediphos- 
phat-Na : e-Glycerophosphat-Na: Phosphoglycerinsaures Na: #-Gly- 
cerophosphat wie 23:52:61:66:100. «-Glycerophosphat wird 
also langsamer gespalten als f-Glycerophosphat, wie dies auch 
bei den meisten anderen sauren Phosphatasen der Fall ist; be- 
sonders langsam wird Phytin-Na gespalten. Pyrophosphat wird 
scheinbar doppelt so schnell gespalten als £-Glycerophosphat in 
gleichmolarer Lésung, da bei Pyrophosphat mehr als die doppelte 
P-Menge freigelegt wird; bei der Spaltung der Esterbindung wird 
aber beim Glycerophosphat 1 Mol, bei Pyrophosphat 2 Mol Phos- 
phat erzeugt, so daB in Wirklichkeit die Zerlegung der Pyro- 
phosphatmolekel nur wenig schneller erfolgt als die des Glycero- 
phosphats. Affinitits- und v,-Werte fiir Pyrophosphat als Substrat 
werden in einer spiteren Ver6ffentlichung mitgeteilt werden. 


Die Affinitét der Kartoffelphosphatase zu ihren Substraten 
ist niedrig, erst bei hohen Substratkonzentrationen werden maxi- 
male Spaltungsgeschwindigkeiten erreicht, die optimale Konzen- 
tration betrigt fiir P-Glycerophosphat etwa 5°/, = 0,16 Mol. Die 
K,-Werte liegen daher recht hoch, sie schwanken zwischen 10 
und 20, je nach dem Fermentpriiparat und seiner Léslichkeit, 
tribe Fermentlésungen scheinen niedrigere Werte zu geben als 
klar filtrierte Lésungen. Fiir die Nierenphosphatase mit alka- 
lischem Wirkungsoptimum ist von Jacobsen‘) ein K,-Wert von 
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etwa 0,1 errechnet worden, das heift — da die Affinitits- 
konstanten die Reziproken der Michaeliskonstanten sind — die 
Affinitit der Kartoffelphosphatase zu 8-Glycerophosphat ist 100 bis 
200 mal geringer als die der Nierenphosphatase! Erst in letzter 
Zeit sind Phosphatasen mit so hohen Michaeliskonstanten bekannt 
geworden und zwar die Harnphosphatase’) und die Prostata- 
phosphatase. Fiir letztere errechne ich nach den Angaben in einer 
soeben erschienenen Mitteilung von Kutscher und Worner’) 
ein K, von etwa 30—35 fir @-Glycerophosphat. 

Eine weitere charakteristische Eigenschaft der Kartoffel- 
phosphatase ist ihre leichte Hemmbarkeit durch Phosphat. Die 
quantitative Auswertung solcher Hemmungsversuche nach Formel (2) 
ergab fiir K, Werte von 1,3—1,9. Die Affinitat dieser Phospha- 
tase zu ihrem Substrat ist also rund 10 mal geringer als zu dem 
von ihr erzeugten Spaltprodukt. Auf die mégliche physiologische 
Bedeutung dieser ungewoéhnlichen Eigenschaft wird noch ein- 
gegangen werden. Die Affinititen der Nierenphosphatase zu 
Glycerophosphat und Phosphat sind etwa gleich grob®), 


Die oben beschriebenen Feststellungen iiber p,,-Abhingigkeit, 
Substrat- und Phosphataffinitét fihrten zu der im Versuchsteil 
beschriebenen Bestimmungsmethode der relativen Fermentmengen: 
Glycerophosphatkonzentration 5°/, bei p,, 5,85; so kleine Ferment- 
mengen, daB in 1 Stunde bei 30° nur 1—3°/, des Esterphosphats 
gespalten werden. Diese Versuchsanordnung hat den Vorteil, daf 
eine zusitzliche Pufferung der Versuchslisung nicht notwendig 
ist, ihr p,, liegt nahe genug an 6,3, dem px2 der Glycerinphos- 
phorsaure ®). 

Untersucht man die Hemmbarkeit und Aktivierbarkeit der 
Kartoffelphosphatase, so fallt als typisch die sehr groBe Fluorid- 
empfindlichkeit auf, die gréBer ist als bei anderen sauren Phos- 
phatasen. Schon m/2000-NaF vermindert die Fermentwirkung 
auf etwa 1/,. Auffallig ist, daB diese Hemmung bei niedrigen 
Substratkonzentrationen geringer ist als bei den hohen sonst 
optimalen Konzentrationen; eine hinreichende Erklirung_hierfiir 
kann nicht gegeben werden. 

Magnesiumsalze aktivieren die Kartoffelphosphatase nicht, 
auch hier zeigt sich die Ubereinstimmung mit den meisten anderen 


7) Dmochowski, Naturw. 25, 501 (1935). 
5) Diese Z. 239, 113 (1936). 
*) O. Meyerhof u. J. Suranyi, Biochem. Z. 178, 440 (1926). 
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sauren Phosphatasen, z. B. Hefephosphatase?°), Harnphosphatase"), 
Prostataphosphatase [§) S. 115). 


Das Verhalten der Kartoffelphosphatase gegen eine Reihe 
anderer Kationen und Anionen ist aus der Tab. 7 des Versuchs- 
teils zu ersehen. Als charakteristisch sei nur noch hervorgehoben 
die ungewohnlich starke Hemmung durch Kupfer; m/10000-CuSO, 
gab noch eine Hemmung von 23°/,, m/1000 von 84°/,, wihrend 
z. B. bei der Leberphosphatase von Edlbacher und Kutscher”) 
die von m/1200-CuSO, erzeugte Hemmung nur 35°/, betrug. 


Cyanionen und Glutathion heben diese Cu-Vergiftung restlos 
auf, zur komplexen Abbindung von 1 Mol Cu geniigen schon 
3 mol GSH. Bei der Cu-Vergiftung der Alkoholdehydrogenase**) 
lag dieses Molverhiltnis ungiinstiger, da fiir je Mol Cu etwa 10 Mol 
GSH zur Entgiftung notwendig waren. Im KartoffelpreBsaft 
kommen mindestens 3 Mol GSH auf 1 Mol Cu [2—6 mg-°/, Glu- 
tathion’) bei 0,1—0,4 mg-°/, Cu'4)], so daB eine Cu-Hemmung der 
Phosphatase im Zellsaft nicht vorhanden sein kann. 


Glutathion allein fir sich beeinfluft die Leistungsfihigkeit 
der Kartoffelphosphatase in keiner Weise. Diese Unwirksamkeit 
des Glutathions scheint bei den sauren Phosphatasen die Regel 
zu sein, Hefephosphatase!*) und Prostataphosphatase*) verhalten 
sich ebenso, wihrend die alkalischen Phosphatasen, so z. B. die 
Leberphosphatase!”) und die Nierenphosphatasen}5) von Sulfhydryl- 
verbindungen gehemmt werden. 


Ascorbinsiure hat ebenfalls keine Wirkung auf die Kartoffel- 
phosphatase, sie vermindert die Cu-Hemmung deutlich, hebt sie 
aber nicht vollig auf. Uber die Wirkung von Ascorbinsiure und 
Dehydroascorbinsdure auf einige Phosphatasen wird demniichst be- 
richtet werden. 

Nach dieser Charakterisierung der Kartoffelphosphatase laBt 
sich ihre Leistungsfahigkeit im PreBsaft und in der Zelle recht 
gut beurteilen: die physiologische Substratkonzentration ist sicher 
sehr klein (der gesamte siurelésliche organische Phosphor betrigt 


1°) Albers, Diese Z. 235, 47 (1935). 

11) W. Kutscher, Diese Z. 235, 62 (1935). 
12) Diese Z. 207, 5 (1932). 

18) Wagner-Jauregg, Diese Z. 236, 225 (1935). 

14) Bechhold, Gerlach u. Erbe, Z. angew. Chem. 1934, 26. 
15) Albers, Ber. chem. Ges. 68, 1443 (1935). 
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etwa 10—30 mg-°/,), die Konzentration des anorganischen Phos- 
phats ist relativ hierzu sehr hoch (15—50 mg-°/,), so daB das 
Ferment durch Phosphat sehr stark gehemmt ist und sehr ab- 
hiingig von der Phosphatkonzentration wird. Es ist méglich, dab 
hierin die Erklirung fiir die hohe Phosphatasekonzentration der 
Kartoffel liegt: bei so ungiinstigen Wirkungsbedingungen miissen 
eben sehr grobe Fermentmengen aufgeboten werden um noch 
die notwendigen Dephosphorylierungsgeschwindigkeiten zu _ er- 
halten*), 

Die Rolle der Phosphatase im Stoffwechsel der Pflanze ist 
bekanntlich noch unklar. Der alten Auffassung dieses Ferments 
als eines Teiles des Girungssystems, — eines Fermentes, das 
durch die Zerlegung der phosphorhaltigen Zwischenprodukte den 
vollstandigen Ablauf der Girung erméglicht —, ist durch den 
Nachweis der zahlreichen und energetisch wichtigen Umeste- 
rungen die Grundlage entzogen worden; es sei denn, daB die 
Phosphatase sich nicht nur als Spaltungs-, sondern auch als Um- 
esterungskatalysator erwiese, wie z. B. die Heterophosphatase von 
Kuler und Adler?*) oder die Hexokinase von Meyerhof?’). 
Viel Wahrscheinlichkeit hierfiir besteht nicht. Als Ersatz soll 
daher hier eine andere Hypothese besprochen werden: die Phos- 
phatase stellt unter bestimmten Bedingungen eine Hemmung, 
eine Bremse des Kohlenhydratstoffwechsels dar. 


Eine Méglichkeit hierzu besteht in der phosphatatischen 
Zerlegung der primiren unbekannten Hexosephosphorsiureester, 
deren Zerlegung natiirlich den schon eingeleiteten Zerfall der 
Hexosemolekel verhindert. Weit wichtiger erscheint aber ein 
anderer Umstand. Die bekannten Co-Fermente wie die Adenyl- 
pyrophosphorsiiure von Lohmann, die Co-Zymase von Kuler 
und Myrbick, das Atmungs-Co-Ferment von Warburg, sind 
Phosphorsaureester, auch das Flavinferment von Warburg. Alle 
diese Co-Fermente, Fermentagone und Fermente sind an der 
Kohlenhydratveratmung und -vergirung beteiligt, sie verlieren 
aber ihre Wirkung mit dem Verlust des Esterphosphats. Aus 
anderen Gedankengingen heraus ist dies von Myrbiack?®) fir 


*) Die Fragwiirdigkeit einer solchen teleologischen Betrachtungsweise 
sei zugegeben, sie beweist aber noch nicht ihre Nutzlosigkeit! 

16) Diese Z. 285, 122 (1935). 

17) O. Meyerhof, Naturw. 23, 850 (1935). 

18) Diese Z. 217, 249; 219, 173 (1933). 
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die Co-Zymase und von Theorell’’) fiir das Flavinferment be- 
wiesen worden. Diese Inaktivierung ist reversibel, die Rephos- 
phorylierung stellt die Fermentwirkung wieder her, vel. z. B. die 
Synthese von Flavinphosphorsiure”°). 


Laufen die mit dem Kohlenhydratzerfall verbundenen Phos- 
phorylierungsvorginge mit uihnlicher Geschwindigkeit ab wie die 
phosphatatischen Dephosphorylierungen, so muB die Phosphatase 
mitbestimmend sein fiir die Schnelligkeit des Kohlenhydrat- 
zerfalls, da in diesem Falle die reversible AuBerbetriebsetzung 
von Zwischenstufen und von Katalysatoren durch Dephosphory- 
lierung einen gréBeren, vielleicht entscheidenden Umfang an- 
nehmen kann. Dieser Sonderfall scheint bei der Kartoffel vor- 
zuliegen: langsame Kohlenhydratveratmung bei hoher Phosphatase- 
konzentration. 


Die Hemmung des Kohlenhydratzerfalls wird um so griéBer 
sein, je héher die Phosphatasekonzentration, je niedriger die 
Konzentration des phosphatasehemmenden und phosphorylierung- 
begiinstigenden Phosphats ist und je niedriger das Verhiltnis 
Phosphatkonz.: Phosphatasekonz. ist. Beobachtungen an gesunden 
und an abbaukranken Kartoffelknollen sprechen fir die Méglich- 
keit einer derartigen Steuerung des Kohlenhydratstoffwechsels. 


Versuchsteil. 


Zur Darstellung der Fermente werden Kartoffeln oder Zuckerriiben 
geschilt, grob zerkleinert und durch eine Fleischmaschine gedreht. Der 
Brei wird in geeigneten kleinen Teilen auf einer Fruchtpresse abgepreBt. 
500 ccm PreBsaft werden mit 250 cem Alkohol (benzindenaturierter geniigt) 
unter gutem Riihren versetzt und nach 15—20 Minuten zentrifugiert. Die 
iiberstehende klare Lésung wird abgegossen, unter gutem Riihren mit dem 
gleichen Volum Alkohol versetzt und nach 15 Minuten zentrifugiert. Die 
Fallung wird méglichst restlos von Fiiissigkeit befreit, mit 66°/,igem 
Alkohol aus dem Zentrifugengefif herausgespiilt, auf einer Nutsche iiber 
gehiirtetem Filtrierpapier abgesaugt, mit absolutem Alkohol und schlieBlich 
mit Ather griindlich gewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. Der- 
artige Trockenpriparate sind monatelang haltbar, sind aber in Wasser 
nicht mehr klar léslich, die triiben Lésungen kénnen aber ohne Ferment- 
verlust klar filtriert werden. Trichloressigsiure und Sulfosalicylsiure er- 
zeugen in solechen Lésungen eine Fillung, die im UberschuB des Fallungs- 
mittels léslich ist. Eine besondere Enteiwei8ung der mit Trichloressigsiure 


1%) Biochem. Z. 275, 37 (1934); 278, 263 (1935). 
2) H. Rudy, Naturw. 23, 286 (1935). 
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abgestoppten Spaltungsansitze ist zur Bestimmung der Phosphorsiure 
nicht ndotig. 


Beispiel: Aus 450 ccm RiibenpreBsaft mit 73 PE/ecm (= 33000 PE) 
wurden 1,5g eines Fermentpriiparates mit 14,5 PE/mg gewonnen (= 22000 PE). 
Die Ausbeute betrug also 66°/,. 


Die Bestimmung der Phosphorsaure erfolgte nach der Methode von 
Theorell?), Das Farbreagens hatte eine etwas andere Zusammen- 
setzung: In 20 cem H,O zuerst 1 g Natriumsulfit kryst., dann 0,3 g Amino- 
naphtholsulfosiure lésen und sofort darauf mit einer vorher bereiteten 
Lésung von 13,5 g Kaliummetabisulfit (z. Anal.) in 80 cem H,O versetzen. — 
Bei Gegenwart von Pyrophosphat erwies sich die Methode von E. Miller**) 
als giinstiger. Der Siuregehalt des Farbansatzes ist bei dieser Methode 
geringer, die Zeit bis zur maximalen Farbentwicklung viel kiirzer, so daB 
die Hydrolyse des Pyrophosphats im Farbansatz bedeutungslos gering 
bleibt. Orthophosphat-P ist so neben der 10—20fachen Menge Pyro- 
phosphat-P noch hinreichend genau bestimmbar. 


Zur Bestimmung der Fermentmengen diente folgender normaler 
Versuchsansatz: In einen 50 cem-Me8kolben werden 25 cem Na-f-Glycero- 
phosphatlésung (5°/,, py 5,85) einpipettiert und in einem Wasserthermostaten 
von 30° vorgewirmt. Nach 20 Minuten wird 1 ccm Fermentlésung zu- 
gegeben und umgeschiittelt. Die Reaktion wird nach 1 Stunde durch Auf- 
fiillen des MeBkolbens mit 6°/,iger Trichloressigsiure unterbrochen. Zur 
P-Bestimmung sollen nicht mehr als 2 cem verwandt werden. Mehr als 
4 mg P im Gesamtansatz sollen nicht freigelegt werden, andernfalls ist die 
Fermentmenge zu verkleinern. 


Substrate: Die Glycerophosphatlésungen wurden mit HCl auf das 
gewiinschte py eingestellt (fiir p;, 5,85 sind auf 500 ccm Na-f-glycerophos- 
phat 5,5°/, etwa 54 eem n/1-HCl erforderlich) unter elektrometrischer 
Kontrolle (Chinhydronelektrode). — Phosphoglycerinsaures Na wurde er- 
halten aus dem Ba-Salz?*) mit Na,SO,; Hexosediphosphat-Na aus dem 
Ca-Salz mit Na,CO,. Auch diese Lésungen wurden mit NaOH bzw. HCl 
auf py 5,85 eingestellt. 


Die Elektrotitrationskurve (Fig. 2) ist so entstanden, da8 zu 35 ccm 
KartoffelpreBsaft oder Kochsaft fortlaufend in kleinen Mengen Natronlauge 
oder Salzsiure (0,25—0,5 cem n/10) zugegeben und nach jedem Zusatz die 
Aciditit mit der Glaselektrode gemessen wurde (Glas nach Formel von 
Mac Innes und Dole”), von Schott u. Gen., Jena; Fiillung der Elektrode 
mit n/10-HCl, Ableitung mit Silber-Chlorsilberdraht; Potentialmessung mit 
Réhrenpotentiometer der Fa. Leybolds Nachfg.). Die Pufferung der Kar- 
toffelpreBsifte schwankt, eine Verschiebung der Aciditiét von py 5,8 bis 7,2 
erfordert etwa 6 ccm n/10-NaOH auf 35 cem PreBsaft. 


1) Biochem. Z. 230, 1 (1931). 
22) Diese Z. 237, 35 (1935). 

23) Neuberg u. Kobel, Biochem. Z. 264, 456 (1933). 
#4) J. Amer. Chem. Soc. 52, 29 (1930). 















Edgar Pfankuch, 


Na-$-glycerophosphat. Normaler Versuchsansatz. 
4,7mg K3, 89mg K8, 1,85mg Rl. 


Substrat- und Phosphataffinitat. 
Tabelle 1. 







Fermentmengen : 


mg P im Gesamtansatz. 





































































Tabelle 3. 


Substratkonzentrationen entsprechend 81,5 Mmol Ester-P. 
suchsansatz, — = ohne, + = mit Zusatz von 1 cem Phosphatpuffer py, 5,8 
== 5,25 mg Orthophosphat-P. Versuche 1—3 7,9, 4—6 7,6mg Ferment K 7. 








: Substratkonzentration in °/, " 
Fermentpriparat | tenvba eae NIE Sr SAPEENE NON re AA are a. 
05 | 1,0 2,5 5,0 
Kartoffel K3 .. 1,72 2,38 3,06 3,40 ~ 20 
~ Me wa 2,70 3,51 4,12 4,20 ~ 11 
Zuckerriibe, R1 . 1,20 1,54 1,88 2,04 14 
Tabelle 2. | 
Normaler Versuchsansatz. 5,5 mg Ferment K 7. : 
—— oy { 
Konzentration 
Substrat —— mg P 
"le |Mmol Ester-P 
Na-§-glycerophosphat 2,5 81,5 2,84 
Na-pyrophosphat 1,8 81,5 6,25 


Normaler Ver- 





























: P freigelegt 
Versuchs Retesteat 7 : § 

Nr. mg | relativ 

1 8-Glycerophosphat-Na . 3,50 | 100 
1,83 | 

2 Hexosediphosphat-Na 1,81 | 52 
0,82 | 

3 Phosphoglycerinsaures Na . 2,30 | 66 
1,28 | 

4 8-Glycerophosphat-Na . 8,38 | 100 
1,83 | 

5 a-Glycerophosphat-Na . 2,06 61 
1,11 

6 Inosithexaphosphat-Na . 0,78 | 23 
0,44 


Die Phosphathemmungen sind im wesentlichen gleich groB, also auch 
die K,-Konstanten. Eine exaktere Auswertung der Versuche erscheint 
nicht ratsam, da die Fehlergrenzen der Methodik betriichtlich sind. 


| Phosphat- 


hemmung 
in °/, 














ch 
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Tabelle 4. 

Na-$-glycerophosphat. Normaler Versuchsansatz, — = ohne, + = mit Zu- 
satz von 1 cem Phosphatpuffer py 5,8 = 5,50 mg Orthophosphat-P. 5,3 mg 
Ferment K 10. 

Substratkonzentration Phosphat- ; 

mg P hemmung K, 
"lo | Mmol — ee in °/, 
0,5 16 -- 1,65 — 
05 | 16 + 0,55 67 ~ 1,8 
50 | 162 _ 8,25 —_ 
5,0 836|)~—Ss«162 + 2,32 29 ~ 1,8 
K, ist auf Grund eines K,-Wertes von 18 berechnet worden. Im 


Kartoffelprebsaft ist die Phosphatkonzentration meist héher, die Substrat- 
konzentration meist niedriger als im obigen Versuch, die Phosphatase kann 
daher im PreBsaft (und in der Zelle?) kaum 10°/, ihrer maximalen Aktivitit 


entfalten. 


Na-8-glycerophosphat. 


Fermenthemmungen. 
Tabelle 5. 


Normaler Versuchsansatz + 1 cem NaF. 








Substratkonz. 
in °/, 





Na-§-glycerophosphat. 





‘Fluoridkonz. . 
in Mmol mg I 

0 2,6 

25 0,0 
5 0,303 
1 0,735 

0,5 0,99 

0 1,31 

0,5 0,72 

Tabelle 6. 


Hemmung 
in °/, 








Konzentrationen auf Gesamtansatz bezogen. 


0 
100 
88 


79 


(a 


62 


0 
46 


Normaler Versuchsansatz + je 1 ccm der Zusiitze. 








Cu-Konz. 
in Mmol 








Zusatz und Konzentration 


Kaliumeyanid 5 Mmol 
Glutathion 1,7 Mmol 


desgl. 


Ascorbinsiiure 10 Mmol 


desgl. 





mg P 


2,50 
0,246 
0,41 
0,66 
1,92 


2,11 
0,55 
2,11 
2,11 
2,11 
2,86 
1,50 
2,91 


Hemmung 
in /, 


90 
84 
74 
23 
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Tabelle 7. 


Na-f-glycerophosphat. Normaler Versuchsansatz + je 1ccm der Zusiitze. 
Konzentrationen auf Gesamtansatz bezogen. 


























Konzentration Hemmun 

Zassts in Mmol ng F > i 
a a — 1,25 oa 
Caleiumehlorid. ... . 10 1,25 0 
Magnesiumchlorid 10 1,18 5 
“ 3 1,24 0 
Manganchloriir. . 5 1,16 5 
Na,-Citrat. . . . 5 1,25 0 
K,-Arseniat ca * 5 0,73 42 
ee a _ 2,90 — 
Eisenchlorid..... . 5 1,36 53 
Quecksilberchlorid .. . 5 1,30 55 
Aluminiumchlorid 5 2,55 12 
Nickelnitrat . . 0,5 2,76 5 
Kobaltchloriir 0,5 2,90 0 
Na,-Borat . . a 5 2,55 12 
Kaliumeyanid ..... 10 2,64 9 
Na,-Oxalat. . oe 5 2,64 9 
K,-Arseniat ...... 1 1,77 39 

















Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensduren. 
LIV. Mitteilung. 
Uber einige ungesittigte Gallensauren. 


Von 
Heinrich Wieland, Karl Kraus, Hans Keller’) und Hermann Ottawa. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayr. Akad. der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1936.) 





Auf dem Gebiet der Gallensiuren interessieren aufer syn- 
thetischen Bestrebungen noch die ungesiattigten Verbindungen, 
nicht allein im Hinblick auf ahnlich gebaute Sterine und davon 
abgeleitete Vitamine und Hormone, sondern auch aus rein 
chemischen Griinden. Man findet in diesen mehrkernigen konden- 
sierten Systemen das chemische Verhalten einer Doppelbindung 
gegeniiber Addenden wie Brom, katalytisch erregtem Wasserstoff, 
Ozon oft grundsiitzlich verschieden, ohne da es immer méglich 
wire, diese Unterschiede mit der jeweiligen Lage der Doppel- 
bindung in einen bestimmten Zusammenhang zu bringen. 

Die bisher bekannt gewordenen Cholen- und Choladiensauren 
sind meist durch Abspaltung von Wasser aus gesittigten Oxy- 
siuren bereitet worden. Da die Doppelbindung bei dieser Reak- 
tion von der Carbinolgruppe aus nach beiden Seiten gelegt werden 
kann, so wird man im allgemeinen mit dem Auftreten von zwei 
isomeren Cholensiuren zu rechnen haben, und in der Tat ist der 
strenge Nachweis fiir die Einheitlichkeit der bisher beschriebenen 
Verbindungen dieser Art noch nicht erbracht. Dieser Nachweis 
begegnet der groBen Unannehmlichkeit, da8 die isomeren Saiuren 
gewohnlich in Mischkrystallen krystallisieren, wodurch eine Trennung 
auf dem Weg wiederholter Krystallisation ungemein erschwert wird. 

Wir haben das somit kurz skizzierte Untersuchungsgebiet in 
der Weise in Angriff genommen, daB wir drei der bisher bekannten 
Cholensiuren einer genaueren Priifung unterzogen. Es sind dies 


’) Dissertation Miinchen, 1936. 
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die Produkte der Wasserabspaltung aus Lithocholsiure, aus 
6-Oxy-allocholanséure und aus 7-Oxycholansiure. Die 
CH(CH,)-CH, «CH, 

CH; | | 
~~ CO,H 


Stellung der OH-Gruppe an jeder dieser 3 Siuren ist in Formel | 
durch ein Sternchen gekennzeichnet. 

AuBerdem wurde die Choladiensiure aus Desoxycholsiure 
von den gleichen Gesichtspunkten aus untersucht’). 


1. Cholenséure aus Lithocholsdure”). 


Diese ungesittigte Siure vom Schmelzp. 153—154° besteht 
im wesentlichen aus einer einheitlichen Saiure, der nur 5—10°/, 
einer isomeren Saéure beigemischt sind. Dies ergab sich aus den 
bei der Bromierung gemachten Beobachtungen. Man erhilt dabei 
gleichzeitig 2 Dibromide (Schmelzp. 171° und 233°), die bei der 
Entbromung mit Zinkstaub und Hisessig eine und dieselbe Cholen- 
siure vom Schmelzp. 156° zuriickliefern. Demnach sind die beiden 
Dibromide nicht von verschiedener Struktur und leiten sich nicht 
von verschiedenen Siuren ab. Man hat sie vielmehr als Epimere 
aufzufassen, die durch cis-cis- bzw. cis-trans-Anlagerung des 
Broms an die Doppelbindung entstanden sind. Neben diesen 
beiden stereoisomeren Dibromiden findet man als Produkt der 
Bromierung von Lithocholensiure in geringer Menge immer ein 
héher schmelzendes Dibromid (Schmelzp. 240°), aus dem bei der 
Entbromung eine Cholensiure vom Schmelzp. 160° zuriickgebildet 
wird. Uber dieses héher schmelzende Dibromid, das gegeniiber 
hydrolysierenden Mitteln von besonders groSer Bestindigkeit ist, 
liBt sich also aus der Lithocholensiure eine mit dem Haupt- 
bestandteil, der w-Saure, isomere $-Siure in geringer Menge ab- 
trennen. Als Formelbilder stehen fiir die beiden Siuren die der 
A-2,3- und der 4-3,4-Cholensiiure (Ila und IIb) zur Auswahl. 


| | 
a i ln itn a 
Ila ( | IIb | | 
ee a” —— “ay 


') H. Wieland u. H.Sorge, Diese Z. 98, 62 (1916). 
*) H. Wieland u. P. Weyland, Diese Z. 110, 136 (1920). 








~~ a —itd ood =~ ~~ 








aus 


Die 








Untersuchungen tiber die Konstitution der Gallensiuren. LIV. 49 


Fir die «-Siure leitet sich die Formel Ila als wahrscheinlich 
aus den Ergebnissen der Oxydation mit seleniger Siure ab. Dabei 
entstehen zwei Oxycholensiuren C,,H,.0O,, fiir die die Struk- 
turen III und IV wahrscheinlich sind. Sie gehen bei der Destil- 
lation im Vakuum unter Wasserabspaltung in Choladiensiuren 
iiber, die nicht genauer untersucht wurden, die aber wegen der 
erheblich divergierenden Schmelzpunkte nicht identisch zu sein 
scheinen. Vielleicht kommt der aus III entstandenen Formel Va, 
der aus IV Formel Vb zu. 


H OH 
| | 
gy | i lie al il asall ANZ 
a | IV | | Va || | Vb| | 

>, all a wre aS, 
H OH 

H OH 

SZ 

ye Ogi 

Via | VIb | 

Sige nS e™~ 

os . 

H OH H OH 


Neben den beiden Oxy-cholensiuren liefert die Oxydation 
mit seleniger Siure eine Dioxy-cholensiure C,,H,,0,, die wir 
gemiB VI formulieren. Eine Dioxysiure kann unmittelbar nur 
aus IIa, nicht aus IIb entstehen und deshalb geben wir der 
v-Lithocholensiure die Formel Ila. 


Es ist nun sehr auffallend, da8 die beiden isomeren Oxy- 
cholensiiuren (III und IV) auch bei der alkalischen Hydrolyse des 
Dibromids (171°) der «-Lithocholensiure isoliert wurden. Die 
Abspaltung des Broms ist mit verschiedenen Mitteln bewerkstelligt 
worden: Mit methyl- und 4&thylalkoholischer Lauge erhilt man 
eine Methoxy- und Athoxy-cholensaiure, wihrend n/1-wif- 
rige Kalilauge im EinschluBrohr bei 150° die beiden Oxysiuren 








> a a Pi eal 
HO — — | | I 
Mga ial 
| wr \ 
- iain Pd H OH 
| i H OH 
B ye i \/ 
AN | Pr a 
H —> | | IV 
oes gg 
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entstehen laBt. Dieses Ergebnis ist an sich unverstindlich. Ks 
erklirt sich aber ohne Schwierigkeit, wenn man an eine ,,Allyl- 
umlagerung“ denkt, die ganz analog ware der Umlagerung von 
Kodein (bzw. Chlorokodid) zu Pseudokodein. Es gelten dann vor- 
stehende Formeln. 

In der Erwartung, durch katalytische Hydrierung der Oxy- 
cholensiiuren zu neuen Oxycholansiuren zu kommen, sind wir 
enttiuscht worden. Es entsteht nur Cholansaure. Dieses Er- 
gebnis, das in keiner Weise vorauszusehen war, zeigt, wie 
unberechenbar oft die Reaktionen an dem ungesittigten Vier- 
ringsystem verlaufen kénnen. Bei der Hydrierung der Dioxy- 
cholensiure (V1) hat man neben Cholansiiure die friiher beschriebene 
epi-3-Oxy-allocholansaure?’) angetroffen. Man kénnte daraus 
folgern, da8B auch bei der Entstehung der Dioxy-cholensiure Ally!- 
umlagerung stattgefunden hat und daf ibr nicht Formel VIa, 
sondern VIb gegeben werden mu. Diese Méglichkeit ist natiirlich 
auch fiir die beiden Oxycholensiuren nicht auszuschlieBen. 

Bemerkenswert ist der die Hydrierung der Dioxycholensiiure 
begleitende Ubergang in die allo-Reihe, der sich nur dadurch 
erkliren lit, daB im Gang dieser Reaktion zwischen C, und C, 
eine Doppelbindung auftritt, die dann hydriert wird. 

Wir haben bei dieser Untersuchung nebenbei den Plan verfolgt, 
den Ring A unserer Siuren aromatisch zu machen, was bei der 
Leichtigkeit, mit der das Pinakon des Ergosterins?) eine derartige 
Veriinderung erfaihrt, zu erwarten war. So sollte sich bei der ther- 
mischen Zersetzung von Oxy-cholensiiure auBer Wasser auch Methan 


abspalten: CH, 
Par Pay? 
| A | — > | | +H,0O+CH, 
i, ~~ 
>, 
H OH 


Schon die Beobachtung, dab die Oxysiiure sich zur Choladien- 
siure dehydratisieren lie8, widersprach der Erwartung und auch 
diese doppelt ungesittigte Siiure spaltete selbst bei 300° nur 
einige Prozent Methan ab. 


2. Cholensiuren aus 6-Oxy-allocholansadure und aus 7-Oxycholansaure. 


Diese Siiure, die durch Abspaltung von Wasser aus 6-Oxy- 
allocholansiiure entsteht‘), hat die Doppelbindung zwischen C, und 





1) Diese Z. 215, 16 (1983). 
2) H. Inhoffen, Liebigs Ann. 497, 125 (1932). 
8) Wieland u. Dane, Diese Z. 212, 41 (1932). 
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(, (VID. Dies geht daraus hervor, daB sie durch katalytische 
Hydrierung neben Allo-cholansiiure auch Cholansiiure liefert. Das 
sleichzeitige Auftreten der beiden Siuren zeigt an, daB das 
asymmetrische C, an der Hydrierung und daher auch an der 


| 
gt i ie 
VIII | 
iii al clan a 





Doppelbindung beteiligt ist. Diese Feststellung, die schon friiher 
cemacht wurde, sagt nichts tiber die Einheitlichkeit der bisher 
untersuchten Priparate aus und schlieSt das Vorhandensein der 
isomeren Siure (VIII) in den Priparaten vom Schmelzp. 148—150° 
nicht aus. 

Die Anlagerung von Brom ergibt hier ein Gemisch von Di- 
bromiden, die zum T'eil sehr zersetzlich sind. Eines davon lift 
sich als bestiindiges Praparat isolieren. Durch Entbromung mit 
Zink und EHisessig erhilt man aus diesem Dibromid (Schmelzp. 227°) 
eine einheitliche Cholensiiure, die scharf bei 160° schmilzt und 
einen Drehungswert von — 66,8° besitzt (gegen — 38,6° der Aus- 
gangssiiure) Die Saiure vom Schmelzp. 160° liefert bei der Hydrie- 
rung sowohl Allocholansiiure wie Cholansiiure; es handelt sich also 
bei ihr mit Sicherheit um die Verbindung VII. Lagert man an 
sie Brom an, so erhilt man wieder das stabile Dibromid vom 
Schmelzp. 227°, aber auch nur in miBiger, wenn auch relativ 
besserer Ausbeute als aus dem Ausgangsmaterial. Dies beweist, 
daB bei der Bromaddition an VII verschiedene stereoisomere Di- 
bromide entstehen, von denen aber nur das eine wegen seiner 
giinstigen Léslichkeitsverhaltnisse rein isolierbar ist. Die Rein- 
darstellung der Begleitsiiure VIII ist nicht méglich gewesen. Ihre 
Gegenwart in der urspriinglichen Cholensiure ergibt sich mit 
Sicherheit aus der starken Erhéhung des (negativen) Drehwertes 
der 4-5,6-Saiure (VII) sowie aus Adsorptionsversuchen, iiber die 
im Versuchsteil (S. 65) kurz berichtet wird. 

Mit waBrig-alkoholischem Kali liefen sich aus dem Dibromid 
langsam 2 Mole HBr abspalten. Man gewann so eine neue Chola- 
diensiure (Schmelzp. 173°), die nach dem von Herrn Kollegen 
Fromherz in dankenswerter Weise aufgenommenen Absorptions- 
spektrum (Figur) die beiden Doppelbindungen in Konjugation ent- 
halt. Wenn man von Umlagerungen absieht, so leitet sich fiir 
die Choladiensiure die Formel IX ab. Fiir diese Formel spricht 
folgendes: 1. Durch katalytische Hydrierung liefert die Siiure 
4* 
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gleichzeitig Cholansiure und Allocholansiure. Daher muB C, an 
der Doppelbindung beteiligt sein. 2. Formel X, die dieser Forde- 


CH, | CH, | CH, | 


ane @ porn inte GO ge 
| | ee | | 
5, 6-Dibromid A-4,5-6, 7-Choladiensiure 


rung auch entsprechen wiirde, enthilt das konjugierte System des 
Ergosterins; die Absorption dieser Siure miiBte demgemi8 abnorm 








fs L. Choladiensaure, Schmp.773° 
7 “vs ZI 312-Dioxycholadiensaure 
4,0 { * \ 4 
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stark sein), 3. Die neue Choladiensiure spaltet beim Erhitzen 
nicht Methan ab. Es gelang nicht, den Ring B auf diese Weise 
aromatisch zu machen. 

Die Darstellung eines Tetrabromids der Séure IX gelang 
nicht. Ihr Methylester nahm nur 1 Mol Brom auf und bildete 
ein krystallisiertes Ester-dibromid. 


1) Vel. K. Dimroth u. G. Trautmann, Ber. chem. Ges. 69, 669 (1936). 
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Durch Oxydation mit Selendioxyd lie® sich aus der Cholen- 
orde- siiure eine Oxy-cholensdéure vom Schmelzp. 215—218° erhalten, 
in der die OH-Gruppe wohl an C, haftet. 
_— § Fiir die Cholensaiure, die durch Abspaltung von Wasser mit 
' dem Mittel der thermischen Zersetzung aus 7-Oxy-cholansdure 
entsteht, stehen die Formeln XI und XII zur Diskussion. 
| | 

a » i i 
orm § ae ~~ XII NA 
NAN 7! ti 


Diese Siure steht nach den Ergebnissen einer friiheren Unter- 
suchung!) der sog. ,,Apocholensiure“ sehr nahe. Sie hat den 
gleichen Schmelzpunkt wie diese, hilt mit ihr den Mischschmelz- 
punkt und liefert fast die gleiche Farbreaktion nach Liebermann- 
Burchard wie diese. Nur in den Methylestern tritt ein Unterschied 
in den Schmelzpunkten auf. Die Doppelbindung der Apocholensiure 
liegt wahrscheinlich zwischen C, und C,,. Die Anlagerung von Brom 
verliuft bei der aus 7-Oxycholansiure erhaltenen Cholensiure wenig 
erfreulich; es entstehen stark gefiirbte Produkte und es ist nicht 
gelungen, ein krystallisiertes Dibromid zu isolieren. Dagegen hat 
die Oxydation mit Selendioxyd einen Hinweis dafiir erbracht, dab 
auch diese Cholensiiure nicht einheitlich ist. Man konnte nimlich 
aus den Reaktionsprodukten zwar nicht die erwartete Oxycholen- 
siiure isolieren, dagegen eine Cholensiiure yom scharfen Schmelz- 
punkt 160°. Die Siure XI, die keine CH,-Gruppe in Nachbarschaft 
zur Doppelbindung enthilt, wird von Selendioxyd nicht angreifbar 
sein. Wenn man annimmt, daB die Oxycholensiure, die aus XII 
entstanden sein kann, aus technischen Griinden nicht faBbar war, 
so kommt man zu dem Schluf, daB die hier untersuchte Cholen- 
siure in der Hauptsache aus der Siiure XII, zu einem kleinen 
Teil aus XI besteht. Dafiir spricht auch, daB ihr Schmelzpunkt 
durch hiufiges Umkrystallisieren héher gebracht werden konnte. 
Die niedriger schmelzende Siure konnte nicht in reiner Form 
dargestellt werden. Es kénnte sich lohnen, der Oxycholensiure 
aus XII mit gréBeren Materialmengen nachzugehen, da aus ihr 
diejenige Choladiensiiure zu erhalten wire, die das Doppelbindungs- 
system des Ergosterins enthilt. 





1) H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 210, 278 (1932). 
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3. Die Choladiensiure aus Desoxycholsdure. 


Die zeitlich erste der ungesiittigten Gallensiuren, die durch 
3fache Wasserabspaltung aus Cholsiiure gewonnene Cholatrien- 
siiure, ist vor einigen Jahren von Shimizu?) und Mitarbeitern 
in mehrere Isomere zerlegt worden. Die Choladiensiiure aus 
Desoxycholsiure ist noch nicht auf Einheitlichkeit gepriift worden. 

Der Schmelzpunkt der krystallisierten Verbindung steigt nach 
4maligem Umkrystallisieren aus 80°/,igem Alkohol auf 134—136°: 
[@], ist dann + 36,5°. Die Siure, die in den Mutterlaugen bleibt, 
erreicht nach mehrmaliigem Umkrystallisieren nur einen unscharfen 
Schmelzpunkt von 129—132° und besitzt einen niedrigeren Dreh- 
wert. Dadurch wird angedeutet, daB die Choladiensiiure zum 
mindesten aus 2 Isomeren besteht. 

Man kann mit einiger Wahrscheinlichkeit annehmen, daB bei 
der thermischen Wasserabspaltung aus den bisher daraufhin unter- 
suchten Oxycholansiiuren die Doppelbindung zwar nach den mig- 
lichen Richtungen von der Carbinolgruppe aus gelegt werden kann, 
da8 aber eine weitere Verschiebung nicht erfolgt. Unter dieser 
Voraussetzung lassen sich von der Desoxycholsiure aus nur die 
beiden Choladienséuren XIII und XIV erwarten. 


HO H_ O,H,-CO,H 


H | | 
a a, 


Desoxycholsiure 


| | _ 
anes Po oe a po eee 


a a | | 


— a tli. cal 

Eine Gewihr fiir die Einheitlichkeit der durch Umkrystalli- 
sation gereinigten Siure war bei der groBen Ahnlichkeit, mit der 
bei derartigen Isomeren zu rechnen ist, nicht gegeben. Wir haben 
daher versucht, aus dem Siuregemisch einheitliche Tetrabromide 
zu gewinnen und diese zur reinen Saiure zu entbromen. Hier 
hat man eine noch gréBere Zahl von stereoisomeren Bromiden 
zu erwarten als bei den Cholensiiuren und es gelang auch nicht, 


1) Diese Z. 213, 136 (1932). 
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bei der Bromaddition in EKisessig oder in Methylalkohol ein 
krystallisiertes Tetrabromid abzutrennen. Erst die Anwendung 
von Ather als Lésungsmittel fihrte zu einem Erfolg. 

Man erhielt in einer Menge von etwa 40°/, d. Th. 2 Tetra- 
bromide, die sich durch ihre verschiedene Lislichkeit scharf von- 
einander trennen lieBen, naimlich ein leichter liésliches Tetra- 
bromid A vom Schmelzp. 182—184° und ein schwerlisliches B 
yom Schmelzp. 236—237° Von B wurde nur halb soviel wie 
yon A erhalten. 

Die Entbromung der beiden Tetrabromide fiihrte zu zwei 
deutlich verschiedenen Cholensiiuren: A zu einer Siiure, die in 
langen verfilzten Nadeln vom Schmelzp. 133—135° krystallisierte, 
mit einem Drehwert von + 29,9°; die Siure aus B krystallisierte 
in groBen, unregelmaBigen Platten vom Schmelzp. 135—138°; ihr 
Drehwert betrug + 37,8°. Der Mischschmelzpunkt der beiden 
Siuren lag bei 128—132°. 

DaB in der Tat die Trennung der Isomeren gegliickt war, 
wurde durch erneute Bromaddition an die beiden, aus den Tetra- 
bromiden gewonnenen Priparate bestitigt. Sie verlief in beiden 
Fillen durchaus verschieden und lieferte, womit ja bei den zahl- 
reichen Isomerieméglichkeiten zu rechnen war, keineswegs glatt 
die Tetrabromide zuriick, die zu ihrer Trennung gedient hatten. 


Aus 6 g der Siiure A wurden 3,4 g des Tetrabromids vom Schmelz- 
punkt 183—185° gewonnen, daneben 0,7 g eines unscharf bei 222—225° 
schmelzenden Isomeren, aus dem durch wiederholte Krystallisation eine 
kleine Menge des héher schmelzenden (236—237°), der Siure B angehérenden 
Tetrabromids gewonnen werden konnte. Es ist méglich und auch schon 
beobachtet, daB bei der Entbromung in geringem MaBe die eine Doppel- 
bindung verschoben worden ist, wir kénnen aber auch nicht vollstindig 
ausschlieBen, daB in dem Tetrabromid von A (Schmelzp. 182—184°) ein von 
der Saéure B abgeleitetes stereoisomeres Tetrabromid von fast gleichem 
Schmelzpunkt enthalten war. Dafiir wiirde sprechen, da8 bei der Brom- 
addition an die Siure B neben dem hochschmelzenden Tetrabromid ein 
isomeres vom Schmelzp. 180—184° isoliert wurde, das andere Léslichkeit 
und andere Krystallform aufwies, als das Hauptprodukt der Bromanlagerung 
an Siure A. 


Fiir die Zuteilung der Formeln (XIII und XIV) an die beiden 
Choladiensiuren ergibt sich ein Anhaltspunkt aus dem Vergleich 
ihrer Drehwerte mit denen der beiden Cholensiiuren aus Litho- 
cholsiure. 

(oJp («]p 


«-Lithocholensiure . . . + 16,3° CholadiensiiureA ... + 29,9° 
6-Lithocholensiure . . . +18,7° CholadiensiureB . . . + 37,89 
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Man sieht, daB die @-Cholensiure und die Choladiensaure A, 
sowie #-Cholenséure und Choladiensiure B zusammengehéren. 
Wenn daher unsere Ableitungen fiir die beiden Cholensauren mit 
den Formeln Ila und IIb richtig sind, kommt der Choladien- 
siure A die Formel XIII, der Siure B Formel XIV zu. 


Versuche, 


I. Die Cholensaéuren aus Lithocholsaure. 
(K. Kraus und H. Keller.) 


Anlagerung von Brom. Zu 6g Cholensiure, gelést in 
200 ccm Hisessig, 14Bt man unter Kihlung mit Eiswasser inner- 
halb 30 Minuten 40 ccm einer n/1-Bromlésung in Eisessig zu- 
tropfen. Das Brom wird zu mehr als der Hilfte rasch verbraucht, 
der Rest erst nach einigem Stehen. Nach der Zugabe des Broms 
bleibt die Lésung noch 1/, Stunde unter Kiskiihlung stehen, dann 
wird das wenige noch vorhandene Brom mit wiBriger schwefliger 
Saiure reduziert und die Lésung in das 5fache Volumen Wasser 
unter Riihren eingegossen. Der abgesaugte, gut gewaschene und 
getrocknete Niederschlag (8 g) wird in 200 ccm absoluten Athers 
gelést und die filtrierte Lésung auf die Hilfte eingeengt. Nach 
kurzer Zeit krystallisiert das héher schmelzende Dibromid in 
feinen Nadeln aus (etwa 1g); nach lmaligem Umkrystallisieren 
aus Hisessig ist die Substanz rein. Schmelzp. 233° (unter Zers.). 

Durch Einengen der Athermutterlauge auf etwa 30 ccm lassen 
sich noch 0,5—0,6 g von demselben Dibromid gewinnen. 

4,472 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 9,100 mg CO,, 3,00 mg H,0O. 
C,,H,.0,Br, (518) Ber. © 55,58 H7,39 Gef. C 55,50 Hi 7,51. 

Leicht léslich in Chloroform, Aceton, ziemlich leicht in Eisessig, 
schwerer in den Alkoholen und in Essigester. Beim Erhitzen firben sich 
die Lésungen leicht gelb. 

Aus der bis auf einige Kubikzentimeter eingeengten Mutter- 
lauge der Dibromide krystallisieren nach einiger Zeit harte, glas- 
klare Drusen aus, etwa 2 g. Sie werden nach dem Absaugen aus 
Ather oder Essigester umkrystallisiert. Die reine Substanz schmilzt 
bei 171° (ohne Zers., nur schwache Gelbfarbung). 

4,584 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 9,425 mg CO,, 3,06 mg H,O. 
C,,H;,0,Br, (518) Ber. C 55,58 H7,39 Gef. C 56,07 Hi 7,47. 

Aus den letzten Mutterlaugen von dem urspriinglichen Gemisch labt 


sich durch miihsames Umkrystallisieren noch eine Nachausbeute, haupt- 
sichlich an dem niedriger schmelzenden Isomeren, erhalten. 
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Entbromung des Dibromids vom Schmelzp. 233°. Zur 
Lisung von 0,2 g Substanz in Hisessig fiigt man einen UberschuB 
yon Zinkstaub und erwirmt unter haiufigem Umschiitteln 45 Minuten 
lang auf dem Wasserbad. Die mit Wasser aus der filtrierten und 
erkalteten Lisung ausgefallte Saéure ist frei von Brom und schmilzt 
nach 4maligem Umkrystallisieren aus Methylalkohol bei 156° 


Drehwert. 53,3 mg in 5 cem absolutem Alkohol. 2 dm-Rohr. 
a=+0,34°; [aelp=+ 16,3°. 


Farbreaktion nach Liebermann sofort intensiv rotviolett. 


Entbromung des Dibromids vom Schmelzp. 171°. Die 
in gleicher Weise erhaltene Cholensiure schmolz nach 3maligem 
Umkrystallisieren bei 156—157°, war gegen Permanganat ebenso 
wie das zuvor beschriebene Priaparat ungesittigt und zeigte die 
gleiche Farbreaktion. 

Drehwert. 20,7 mg in 2 cem absolutem Alkohol. 2 dm-Rohr. 

a =+0,37°; [ajp=+ 17,9°. 


Durch hiufiges Umkrystallisieren der urspriinglichen Litho- 
cholensiiture aus nicht ganz gesittigter heiBer Lésung in Methanol 
wurde ein Priiparat von gleicher Reinheit gewonnen. Schmelz- 
punkt 156°. 


Drehwert. 25,4 mg in 3 ccm absolutem Alkohol. 
up = + 0,29°; [app =+ 16,9°. 
Abspaltung von Bromwasserstoff aus den Dibromiden. 
a) Dibromid vom Schmelzp. 233°. 


Brom-cholensiure. 1g des Dibromids wurde in 40 ccm 
4 n-methylalkoholischem Kali, worin erst allmihlich Lésung ein- 
tritt, 138 Stunden lang unter Riickflu8 gekocht. Dann wurde i. V. 
eingedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen (wobei das 
Kaliumsalz ungeliést blieb) und mit verdiinnter Salpetersiiure 
schwach kongosauer gemacht. Nach dem Absaugen schiittelte 
man den Niederschlag, der noch Kaliumsalz enthielt, unter Ather 
mit Salzsiure und gewann aus der Atherlisung die krystallisierte 
Siiure. Aus Kisessig breite, farblose Blatter, die nach wiederholtem 
Umkrystallisieren aus Alkohol bei 175° (ohne Zers., fast ohne 
Firbung) schmolzen. 

4,493 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 10,86 mg CO,, 3,41 mg H,0. 
C,,H,,0,Br (487) Ber. C 65,87 H 8,58 Gef. C 65,92 H 8,49. 
Das abgespaltene Brom wurde titriert. Es waren 0,2045 g; ber. 0,185 g, 
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b) Dibromid vom Schmelzp. 171° 

Die beiden Oxycholensiuren. 0,5 g Dibromid wurden 
mit 15 ccm n/1-Kalilauge 5 Stunden lang im EKinschluBrohr auf 
135—140° erhitzt. Das vollstiindig und krystallin ausgeschiedene 
K-Salz wird abgesaugt und, in Wasser suspendiert, unter Ather 
mit verdiinnter Salzsiure zerlegt. Aus der auf etwa 15 ccm ein- 
geengten Atherlésung scheidet sich das Dibromid der isomeren 
Cholensiure in geringer Menge (etwa 25 mg) aus (vgl. 8S. 61); es 
wird abgesaugt. Man engt hierauf stark ein und erhilt nach 
24stiindigem Aufbewahren im Eisschrank etwa 40 mg feiner, zu 
Biischeln vereinigter Nadeln, die bromfrei sind. Sie werden aus 
Ather oder aus Methanol—Aceton umkrystallisiert. Schmelzp. 144 
bis 147°. 

4,347 mg (bei 60° i. V. getr., Abnahme 0,124 mg): 12,215 mg CO,, 
3,97 mg H,0. 
C,,H,30, (374) Ber. C 76,94 H 10,23 Gef. C 76,78 H 10,24. 

Die Liebermannreaktion erfolgt rascher und stirker als bei 
Cholensiure. Permanganat wird nicht sofort entfirbt. Zur Ab- 
trennung der héher schmelzenden Oxy-cholensiure wurde der 
Ather abgedampft, der Riickstand in wenig absolutem Alkohol 
aufgenommen und die darin enthaltene Siure mit Natriumathylat 
in Alkohol neutralisiert (Phenolphthalein). Es fiel ein schmieriges 
Salz aus, von dem abgegossen wurde. Man digerierte noch 2mal 
mit wenig Alkohol und erhielt aus den vereinigten Ausziigen, dic 
man auf dem Dampfbad einengte, durch Zugabe von absolutem 
Ather ein krystallisiertes Salz, das man absaugte und unter Ather 
mit Salzsiiure ‘zerlegte. Aus der Atherlésung kamen nach dem 
Einengen etwa 40 mg farbloser Drusen, die, 83mal aus Ather um- 
krystallisiert, Tetraeder vom Schmelzp. 188° bildeten. Aus der 
Mutterlauge des Na-Salzes sind durch vorsichtigen weiteren Ather- 
zusatz noch 20—30 mg der Siure zu gewinnen. 


4,504 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 12,660 mg CO,, 4,12 mg H,O. 
C,,H,,0, (374) Ber. C 76,94 H 10,23 Gef. C7659 H 10,24. 


Farbreaktion schwicher als bei der isomeren Séure. Permanganat 
wird langsam verbraucht. 

Methoxy-cholensidure. 0,1 g Dibromid 171° wird in 2 ccm 
4 n-methylalkoholischer Kalilauge 1 Stunde zum Sieden erhitzt. Nach einigen 
Minuten Lésung, dann Abscheidung yon KBr. Nach dem Erkalten wird 
mit Wasser verdiinnt und mit verdiinnter Siiure angesiuert. Die ausgefillte 
Siiture wird nach dem Trocknen in Ather gelést und durch Einengen dieser 
Lésung krystallisiert erhalten. Nach 3maligem Umkrystallisieren aus Methanol 
Schmelzp. 187°. 
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4,601 mg Subst. (bei 110° i. V. getr., Abnahme 0,021 mg): 13,050 mg 

CO,, 4,07 mg H,0. 

CysH Os (388) Ber. C 17,26 H 10,38 Gef. C 17,35 H 9,90. 
Farbreaktion sehr kriftig. Permanganat wird entfirbt. 
Athoxycholensiure. 0,3 g Dibromid 171° wurden in 50 cem 

n/1-KOH + 8 ccm Alkohol 3 Stunden lang gekocht. Die wiBrige Lisung 

wurde i. V. auf '/, eingedampft und dann nach Zugabe der zum Lésen des 

Salzes nétigen Menge Alkohol 1 Stunde weiter gekocht. Nachdem die Siure 

immer noch bromhaltig geblieben war, wurde sie in Freiheit gesetzt und 

erneut mit 15 cem 4n-KOH und 7 ccm Alkohol 8 Stunden lang gekocht. 

Die nun wiederum in iiblicher Weise isolierte Siure lieferte aus Ather 

farblose Nadeln (30 mg), die 3mal aus Aceton umkrystallisiert wurden. 

Schmelzp. 192°. 

4,236 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 12,015 mg CO,, 3,76 mg H,O. 

C,H 0s (402) Ber. C 77,55 H 1052 Gef. C 77,36 H 9,93. 


Oxydation der Cholensiure mit Selendioxyd. 


3,0 g nicht iiber das Dibromid gereinigte Cholensiure wird 
in 15 ccm Chloroform gelést. Dazu fiigt man 15 ccm Essigsiure- 
anhydrid und unter gutem Umschiitteln 3 g sehr fein gepulverten 
Selendioxyds. Die Reaktion setzt bald unter Erwirmung und Selen- 
abscheidung ein. Man schiittelt 22 Stunden auf der Maschine. 
Die tiefrote Lésung 14Bt man unter Turbinieren tropfenweise in 
heiBes Wasser einflieBen. Das nach dem Erkalten glasig erstarrte 
Reaktionsprodukt wird nach dem Trocknen und Pulvern in Ather 
gelést. Die vom Selen abfiltrierte Lésung wird mit Sodalésung 
ausgeschiittelt. Es bleiben schmierige neutrale Anteile im Ather. 
Die Séuren wurden aus der Sodalésung in Freiheit gesetzt und 
erneut in Ather aufgenommen. Nach dem Abdampfen des Athers 
verseift man das élige Gemisch acetylierter Siuren durch 1 stiin- 
diges Kochen mit 10 ccm 4 n-methylalkoholischer Kalilauge. Man 
dampft den Alkohol im Vakuum ab, setzt die Siuren mit ver- 
diinnter Salzsiure unter Ather in Freiheit und engt die Ather- 
lésung weit ein. Daraus krystallisieren 0,3 g eines Gemisches, 
aus dem durch Auskochen mit wenig Essigester die niedriger 
schmelzende Oxycholensiure herausgeholt wird. Sie laBt sich 
aus Hssigester—Aceton umkrystallisieren. Schmelzp. 144—147°. 

3,844 mg Subst. (bei 110° i. V. getr., Abnahme 0,133 mg): 10,760 mg CO,, 
3,51 mg H,O. 

C,,H,,0, (874) Ber. C 76,94 H 10,23 Gef. C 76,34 H 10,22. 

Farbreaktion sofort tief purpurviolett, wie die der Oxycholen- 
siure aus dem Dibromid Schmelzp. 171° Mischschmelzpunkt mit 
dieser 143—146°% 
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Was vom KEssigester ungelist gelassen wird, erreicht nach 
mehrfacher Umkrystallisation aus Athanol—Methanol 1:1 den 
Schmelzp. 248° Es liegt die Dioxycholensiure vor. 

4,770 mg Subst. (bei 110° i. V. getr., Abnahme 0,085 mg): 12,93 mg CO,, 
4,22 mg H,O. 

C,,H,,0, (890) Ber. C 73,79 H 9,81 Gef. C 73,93 H 9,90. 

Der Inhalt der atherischen Mutterlauge, aus der das Siure- 
gemisch herausgekommen war, wird nach Abdampfen des Athers 
in wenig absolutem Alkohol mit Na-Athylat eben alkalisch gemacht 
(Phenolphthalein). Nach Zugabe yon wenig Ather kommt bein 
Reiben mit einem Glasstab ein krystallines Na-Salz heraus. Die 
daraus isolierte Siure wird aus ihrer Atherlésung krystallin er- 
halten und aus Essigester, schlieBlich aus Aceton umkrystallisiert. 
Schmelzp. 186—188°. Die Saure erwies sich als identisch mit 
der oben beschriebenen Oxycholensadure(C = 77,16, H = 10,31°/)). 


Katalytische Hydrierung der Oxycholensauren. 


1. Oxycholensiure vom Schmelzp. 144—147% 0,2 ¢ 
Substanz wurden in 10 ccm reinem Kisessig mit 21 mg Platinoxyd 
unter Wasserstoff geschiittelt. Nach 2 Stunden waren 28,4 ccm 
Wasserstoff aufgenommen. Die heif filtrierte Lésung wird mit wenig 
Wasser angespritzt und scheidet dann beim Erkalten farblose lange 
Prismen aus, die, aus Kisessig umkrystallisiert, bei 161° schmelzen. 
Analyse, Aussehen und Eigenschaften wie die von Cholansiure 
(Schmelzp. 162°); mit ihr keine Schmelzpunktserniedrigung. 

2. Oxycholenséure vom Schmelzp. 188° 0,168 g ver- 
brauchten in 6 Stunden unter den gleichen Bedingungen 24,4 ccm 
Wasserstoff. Die gebildete Cholansiure schmolz bei 160°. 

3. Dioxy-cholensiure. 0,220 und 0,202 g wurden mit 
50 (40) mg PtO, innerhalb 4'/, Stunden in Eisessig hydriert. 
H,-Aufnahme 33,5 (28) ccm. Der Kisessig wurde im Vakuum ab- 
gedampft, der Riickstand mit Ather aufgenommen, wobei 50—60 mg 
ungelést blieben. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
Methanol und Aceton wurde der Schmelzp. 218° erreicht. 


3,973 mg Subst. (bei 108° i. V. getr.): 11,120 mg CO,, 3,80 mg H,0. 
C,,H,,0, (876) Ber. C 76,53 H 10,71 Gef. C 76,81 H 10,70. 
Die Séure erwies sich durch Mischschmelzpunkt und alle 


Kigenschaften als epi-(#)-3-Oxyallocholansiure [Schmelz- 
punkt 218° 3), 


1) Diese Z. 215, 23 (1933). 
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nach Das, was in Ather gegangen war, wurde aus Hisessig um- 
an krystallisiert. Schmelzp. 160° (Cholansiure). 


4,266 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 12,56 mg CO,, 4,27 mg H,O. 
C,4Hi oO, (860) Ber. C 79,93 H 11,19 Gef. C 80,30 H 11,20. 


0, Bei der Hydrierung mit Palladiumkohle (30 mg) betrug die 
H,-Aufnahme fiir 0,213 g Dioxysiiure 40,3 ccm. Die beiden Hydrie- 


loons rungsprodukte wurden auch mit diesem Katalysator ungefihr 

acht im gleichen Verhiltnis wie mit PtO, erhalten. 

elm 

Die A-2,3-4,5(?)-Choladiensiure. 

er- §f 0,194 g Oxycholensiure (Schmelzp. 144—147°) wurden im 

ert. § Vakuum langsam auf 230° erhitzt. Bei 180° tritt heftige Zersetzung 

mit § ein. Das Reaktionsprodukt wurde im Hochvakuum destilliert. 

/o) Bei 270° (Bad) ging die Diensiure farblos iiber und erstarrte im 
Ansatz krystallinisch. Gewichtsabnahme 0,012 g, ber. fir 1H,O 
0,009 g. Aus Ather lange SpieBe. Nach 3 maligem Umkrystalli- 

2¢ §  sieren aus Aceton Schmelzp. 156° 

we 3,86 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 11,43 mg CO,, 3,51 mg H,0. 

om C,,Hq:, (356) Ber. C 80,83 H 10,19  Gef. © 80,76 H 10,17. 

an Aus der Oxycholensiure vom Schmelzp. 188° wurde unter 

en. den gleichen Bedingungen eine Siure vom Schmelzp. 145° (unscharf) 

ire isoliert. Mischschmelzpunkt mit obiger Choladiensiure 143—145°. 


Damit ist iiber Identitit oder Verschiedenheit der beiden Siuren 
er- nichts ausgesagt. 
_ Lithocholensiure-oxyd. 


1 g der Siure verbrauchte nach 20stiindigem Stehen die fiir 
1 Mol berechnete Menge Perbenzoesiure. Das aus der Chloro- 


rt. " : ae : , 
* formlésung isolierte Reaktionsprodukt schmolz nach 3maligem 
“a Umkrystallisieren aus verdiinntem Methanol bei 185°. 
te 4,412 mg Subst.: 12,485 mg CO,, 3,99 mg H,0. 

C,,H,,0, (374) Ber. C 76,94 H 10,23 Gef. C77,18 H 10,12. 
0. 


Das Dibromid vom Schmelzp. 239°. 


™ Ks ist oben (S. 58) darauf hingewiesen worden, daB nach 
der Verseifung des Dibromids vom Schmelzp. 177° diese Ver- 
bindung in geringer Menge (25 mg aus 0,5 g) unverindert zuriick- 
bleibt. Durch mehrfaches Umkrystallisieren aus Methanol oder 
| Aceton wurde sie auf den Schmelzp. 238—239° (Zers.) gebracht. 
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Der Mischschmelzpunkt mit dem Dibromid 233° liegt bei 210°. 
Das neue Dibromid ist besonders schwer léslich. 
4,945 mg Subst. (bei 110° i. V. getr., Abn. 0,02 mg): 10,02 mg CO,, 
3,24 mg H,0O. 
C,,H,,0,Br, (518) Ber. C 55,58 H 17,39 Gef. C 55,49 H 7,36. 
Zur Entbromung wurde 0,1 g des Dibromids in 30 ccm 
heiBen Eisessigs gelést und mit 3g Zinkstaub unter hiufigem 
Schiitteln 1 Stunde lang auf dem Dampfbad erhitzt. Die nach 
dem Wegdampfen des EHisessigs im Vakuum durch Ausfillen mit 
Wasser isolierte bromfreie Siure schmolz nach 2maligem Um- 
krystallisieren aus Methanol bei 160°. 
4,370 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 12,860 mg CO,, 4,14 mg H,O. 
C,,H,,0, (858) Ber. C 80,38 H 10,69 Gef. C 80,44 H 10,63. P ( 
Spez. Drehung. 20,4 mg in 2 cem absolutem Alkohol. 2 dm-Robr.  y 
a =+ 0,38°; [a], = + 18,7°. 
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Die Farbreaktion nach Liebermann ist sehr schwach, im §— | 
Gegensatz zu der der Cholensiure aus den beiden anderen Dibromiden. §— ‘ 


II. Die Cholensaduren aus 6-Oxyallocholansaure. 
(H. Keller und K. Kraus.) ( 


Anlagerung von Brom. 


0,5 g Substanz (Schmelzp. 148°, [a], = — 38,8°) und 0,3 ¢ 
Na-acetat wurden in 12,5 ccm reinem Eisessig heiB gelést. Zu 
der beim Abkiihlen entstehenden Emulsion fiigt man bei 10—12° | 
2,9 ccm einer n/1-Lésung von Brom in Eisessig unter kriftigem | 
Umschiitteln tropfenweise hinzu. Das Brom wird verbraucht und 
zum SchluB ist alles gelést. Nachdem die Lésung iiber Nacht 
im Eisschrank verweilt hat, hat sich aus ihr ein nicht krystalli- 
sierter Niederschlag ausgeschieden, den man absaugt; 0,22 g. Er 
laBt sich nur aus.heiBem Eisessig umkrystallisieren, wobei sicli 
ein Teil der Substanz unter starker Verfirbung zersetzt. Die 
beim Erkalten herauskommenden Krystalle werden noch 3 mal 
aus EKisessig umkrystallisiert, wobei keine Zersetzung mehr ein- 
tritt. Derbe prismatische Nadeln vom Schmelzp. 227° (Zers.). 

3,981 mg Subst. (bei 120° i. V. getr. Abn. 0,097 mg): 8,135 mg CO,, 

2,72 mg H,0. 
C,,H,,0,Br, (518) Ber. C 55,58 H 7,39 Gef. C 55,73 H 7,64. 

Farbreaktion negativ, Permanganat wird nicht entfarbt. 

Die Mutterlauge von der Bromanlagerung wurde mit Wasscr 
ausgefillt, der amorphe Niederschlag abgesaugt, gewaschen und 
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getrocknet. Kine Br’-Bestimmung in der wiaBrigen Lésung ergab 
15°/, des verwendeten Broms als Bromion. 

Entbromung des Dibromids vomSchmelzp. 227° 0,220 g 
Substanz wurden in der iiblichen Weise mit Zinkstaub und Eis- 
essig umgesetzt. Die Siure wurde aus der braunen Lisung mit 
Wasser gefallt und zuerst aus verdiinntem, dann aus reinem His- 
essig umkrystallisiert. Schmelzp. 160°. 

4,278 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 12,600 mg CO,, 4,02 mg H,0. 

Cy4HygO, (858) Ber. C 80,45 H 10,62 Gef. C 80,33 H 10,51. 

50,7 mg Subst. in 5 cem Alkohol. 2 dm-Rohr. 

« =— 1,35°; [alp = — 66,8° 

Bei der Bromanlagerung an die so erhaltene einheitliche 
Cholensiure entstanden aus 0,2 g Saéure 65 mg des Dibromids 
vom Schmelzp. 227°. 

Die katalytische Hydrierung wurde mit 0,2 g Siure in 
10 com Hisessig und mit 30 mg PtO, ausgefiihrt. Es entstanden 
die beiden isomeren Cholansiuren, von denen die allo-Siure 
wie spiiter (S. 64) angegeben, als Propylester abgetrennt wurde. 
Schmelzpunkt des Esters 100°. Der nicht weiter gereinigte Propyl- 
ester der Cholansiure schmolz bei 46—52° (statt 56—57°). 

A-4,5-6,7-Choladiensiure. 0,16 g des krystallisierten Di- 
bromids werden in 10 ccm Alkohol + 10 ccm n/1-NaOH 6 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Das Dibromid geht langsam in Lésung. 
Dann wird in 50 cem Eiswasser eingegossen und mit verdiinnter 
Salpetersiure gerade sauer gemacht. Die gefillte Siure wird 
zuerst aus verdiinntem, dann aus reinem Kisessig umkrystallisiert 
65 mg). Schmelzp. 171—173° 

4,350, 4,199 mg Subst.: 12,980, 12,430 mg CO,, 4,00, 3,89 mg H,0. 

C,,H,,0, (856) Ber. C 80,90 H 10,12 
Gef. ,, 81,86, 80,74 » 10,30, 10,35. 

Farbreaktion Ahnlich der der Cholensiure: sofort intensiv 
weinrot, dann violett, schlieBlich griin. 

Die aus den Mutterlaugen der Bromanlagerung an Cholen- 
siiure ausgefillten rohen Dibromide lieferten bei der gleichen Be- 
handlung die gleiche Siure und zwar in besserer Ausbeute 
(0,23 g aus 0,5 g). 

Methylester. Dargestellt mit Diazomethan. Aus Methanol lange 
feine Nadeln yom Schmelzp. 95—96°. 


Choladiensdiuremethylester-dibromid. 0,3 g des Esters wurden 
in 5 eem Chloroform unter Eiskiihlung mit n/1-Chloroform-Bromlésung ver- 
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setzt. Es wurden 1,75 cem verbraucht (fiir 1 Mol Brom ber. 1,62 ccm), 
Nach dem Abdampfen des Chloroforms i. V. wurde der harzige Riickstand 
in Ather aufgenommen. Beim Eindunsten der Atherlésung schieden sich 
Krystalle aus, die durch Digerieren des Riickstands mit Methylalkohol ab- 
getrennt und aus Essigester umkrystallisiert wurden. Nach 3maligem Um- 
krystallisieren Schmelzp. 178°. 


4,337 mg (bei 120° i. V. getr.): 9,055 mg CO,, 2,76 mg H,O. 
C,;H,,0,Br, (830) Ber. C 56,61 H 7,17 Gef. C 56,94 H 7,12. 

Farbreaktion rasch tiefrot, dann violett und blaugriin. 

Katalytische Hydrierung der Diensiure. 0,223 ¢ 
wurden, in 12 ccm Eisessig suspendiert, mit 20 mg PtO, unter 
Wasserstoff geschiittelt. Die Siure geht nach und nach in Lésung, 
bald darauf krystallisiert das Hydrierungsprodukt aus. H,-Auf- 
nahme 28,5 ccm. Die heiB filtrierte Lésung wurde mit Wasser 
angespritzt und lieB beim Erkalten das Gemisch der Cholansiuren 
auskrystallisieren!), Nach Umkrystallisieren aus EKisessig Schmelz- 
punkt 163° 

0,2 g des Gemisches wurden in einigen Kubikzentimetern 
Propylalkohol gelést und nach Zugabe von 3 Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiure wurde 2 Stunden unter RiickfluB gekocht. Dann 
fiigte man einige Tropfen Wasser hinzu, worauf der Propy!- 
ester der Allocholansiure in feinen Nadeln auskrystallisierte. 
Dreimal aus verdiinntem Propylalkohol umkrystallisiert, zeigte der 
Ester den Schmelzp. 100—101°, wie er von Windaus und 
Bohne?) angegeben wird. Aus den Mutterlaugen der Veresterung 
wurden noch 2 Fraktionen mit dem unscharfen Schmelzp. 45—60 
und 41—53° isoliert (Schmelzpunkt von Cholansiure-propyl- 
ester nach W. und B. bei 56—57°). 


Oxydation der Cholensiure mit Selendioxyd. 


1,6 g Séure werden in 15 ccm Chloroform und 15 ccm Essig- 
siureanhydrid mit 1,6 g seleniger Siure 22 Stunden lang auf der 
Maschine geschiittelt. Die Verarbeitung erfolgt wie auf S. 59 
angegeben. Aus der Atherlésung der verseiften Produkte krystalli- 
siert beim EKindunsten die Oxysiiure aus. Nach wiederholtem 
Umkrystallisieren aus Aceton hellgelbe, glinzende Nadeln vom 
Schmelzp. 217—218°. 

4,345 mg Subst.: 12,280 mg CO,, 4,06 mg H,0. 

C,,H,,0, (874) Ber. C 76,94 H 1023 Gef. © 77,20 H 10,47. 


1) Vgl. Diese Z. 215, 36 (1932). 
*) Liebigs. Ann. 433, 285 (1923). 
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Adsorptionsversuche mit dem Gemisch der Cholensiuren. 
0,5 g Substanz, in 50 ecm Alkohol gelést, wurden in einer Uviolglasréhre 
durch eine 20 ecm hohe Al,O,-Schicht von 1 cm Durchmesser gesaugt. 
Dann wurde mit viel Alkohol nachgewaschen. Fast die ganze Substanz 
blieb adsorbiert. Unter der Analysenlampe zeigten sich 4 undeutlich aus- 
gepragte Zonen unterschiedlicher Fluorescenz, nach denen die Sidule aufgeteilt 
wurde. Man extrahierte mit Hisessig und erhielt nachstehendes Ergebnis. 


mg Schmelzp. in ° (a]p in ° 
I (unterste Schicht) . 65 144—148 — 31,5 
te se ee a ee 148—149 — 38,2 
— ee 150—152 — 44,0 
IV (oberste Schicht) . 40 155—156 — 57,7 


Es zeigt sich, in Ubereinstimmung mit der Darstellung der einheit- 
lichen Cholensiure vom Schmelzp. 160°, daB grundsiitzlich eine Scheidung 
der beiden Isomeren durch Adsorption méglich ist. Durch Extrapolation 
\iBt sich fiir die niedriger schmelzende Siiure ein Schmelzpunkt von etwa 
140° und ein [a]y von — 25° ableiten. 


III. Die Cholensaure aus 7-Oxycholansaure. 
(K. Kraus). 

Oxydation mit Selendioxyd. 0,2 g Cholensiure (Schmelz- 
punkt 148—151°) wurden in 2 ccm Chloroform + 2ccm Essig- 
siureanhydrid mit 0,7 g SeO, 4 Stunden auf der Maschine 
geschiittelt. Die Aufarbeitung erfolgte in der auf S. 59 an- 
vegebenen Weise. Das ausgeschiedene Harz wurde nach der 
Verseifung in Ather aufgenommen. Aus der eingeengten Ather- 
lisung wurde mit Petrolither eine rote Schmiere gefillt, von 
der abgegossen wurde. Aus der Lésung schieden sich beim Ein- 
dunsten gelbe, pulvrige Krystalle ab, die nach 3maligem Um- 
krystallisieren aus Methylalkohol bei 160—162° unter Gelb- 
fairbung schmolzen. 

4,343 mg Subst. (bei 90° i. V. getr.): 12,775 mg CO,, 4,14 mg H,O. 

C,,H,,0, (858) Ber. C 80,38 H 10,69 Gef. C 80,22 H 10,67. 


Die Farbreaktion dieser Cholensiiure unterscheidet sich deut- 
lich von der der Ausgangssiure. Sie ist weit schwiicher als dort 
und wird nicht griin. 


IV. Die Choladiensdéuren aus Desoxycholsaure. 
(H. Ottawa). 


Anlagerung von Brom. Die Choladiensiure war durch 
thermische Zersetzung von Desoxycholsiure in einer Ausbeute 
yon 75°/, erhalten und aus leichtem Petrolither umkrystallisiert 

Hoppe-Seylers’ Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI. 5 
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worden. Es wurden 4g in 100 ccm Ather gelist und diese 
Lésung wurde bei — 10° mit 80 ccm einer 5°/,igen Bromlésung 
in EKisessig (2,2 Mole Br,) unter kriftigem Turbinieren innerhal)) 
11/, Stunden in Reaktion gebracht. Nach 6stiindigem Stehen im 
Hisschrank wurde das inzwischen ausgeschiedene Krystallisat 
(etwa 1g) abgesaugt. Schmelzp. 225—235° Nach 2 maligem 
Umkrystallisieren aus Xylol wurde der Schmelzp. 236—237° (Zers,) 
erreicht, UnregelmaBige Platten. 
4,141 mg Subst.: 6,510 mg CO,, 1,94 mg H,0O. 
C,,H,.0,Br, (676) Ber. C 42,3 H528 Gef. C 42,8 H 5,24. 


Die nach dem Absaugen dieses Tetrabromids B verbleibende 
Atherlésung wurde i. V. auf ¥/, ihres Volumens eingeengt. Dabei 
schied sich das leichter lésliche Tetrabromid A als krystallines 
Pulver ab (etwa 2). Schmelzp. 175—180°. Es wurde durch 
Extraktion mit Essigester aus der Hiilse umkrystallisiert oder 
aus Xylol bzw. Toluol. Kleine prismatische Krystalle vom 
Schmelzp. 183—184° (Zers.). 

4,389 mg Subst.: 6,890 mg CO,, 2,20 mg H,O. 

Gef. C 42,8  H 5,57. 
Die letzten Eisessig-Mutterlaugen wurden mit Wasser ausgefallt und 


das Gemisch von Tetrabromiden mit Zinkstaub in Eisessig zu Choladien- 
siure entbromt. 


Die Entbromung der Tetrabromide 
zu den Choladiensduren. 


Tetrabromid A. 2g Substanz wurden in 20 ccm Hisessig 
suspendiert und mit einem UberschuB von Zinkstaub kriiftig 
durchgeschiittelt. Nachdem die spontane Erwirmung nach- 
gelassen hatte, fiigte man noch 2 mal je eine Spatelspitze Zink- 
staub hinzu und erwirmte unter hiufigem Umschiitteln 1/, Stunde 
auf dem Wasserbad. Dann wurde heif abgesaugt, nachgewaschen 
und die heiBe Lésung mit 10—20 ccm Wasser versetzt. Beim lang- 
samen Erkalten krystallisierten 0,8 g der bromfreien Siure in 
feinen verfilzten Nadeln aus. Nach nochmaliger Krystallisation 
aus verdiinntem Hisessig Schmelzp. 133—135°. 

Spezifische Drehung. [a]p = + 29,9°. 

Tetrabromid B. Die Entbromung geschah in der gleichen 
Weise. Die Siure (0,4 g aus 1 g) kam hier in Form von Plattchen 
heraus. Schmelzpunkt nach dem Umkrystallisieren 1835—138°. 
Spezifische Drehung. [a}p = + 37,8° 
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Das Gemisch der beiden Siuren sinterte bei 124° und schmolz 
bei 128—132°. Obwohl die beiden Siuren, jede fiir sich, immer 
in der gleichen, fiir sie charakteristischen Krystallform erscheinen, 
lassen sich ihre iibersattigten Lésungen gegenseitig animpfen. Man 
kann auf diese Weise Saéure A in unregelmifigen Plittchen, 
Siure B in feinen Nadeln erhalten. Dies ist nicht verwunderlich, 


| nachdem, insbesondere durch die Arbeiten von C. Weygand, eine 


derartige krystallographische Beeinflussung chemisch einander 
nahestehender Stoffe erkannt worden ist. 

Bei der erneuten Bromierung der beiden Siuren, die 
genau wie beschrieben ausgefiihrt wurde, ergaben sich charakte- 
ristische Unterschiede. 

Aus 6 g Siure A wurde als erste Krystallisation 1,8 g 
promidgemisch vom unscharfen Schmelzp. 215—220° erhalten. 
Daraus wurden mit Essigester 0,8 g¢ des bei 184—185° schmelzen- 
den Tetrabromids abgetrennt. Mischschmelzpunkt mit Tetra- 
bromid A ohne Depression. Der in Essigester schwer lésliche 
Anteil (0,4 g) vom Schmelzp. 222—225° lieferte nach weiterem 
Umkrystallisieren eine kleine Menge Tetrabromid B vom Schmelz- 
punkt 236—237°. 

Die zweite Krystallisation aus der urspriinglichen Reaktions- 
ljisung wog 2,6 g und stimmte in Krystallform, Léslichkeit und 
Schmelzpunkt mit Tetrabromid A iiberein. Es sind also aus 6 g 
Siiure A 3,4 g Tetrabromid A erhalten worden. 

Die aus dem Tetrabromid B durch Entbromung gewonnene 
Siure B (0,5 g) heferte als erste Krystallisation 0,2 g Tetrabromid 
vom Schmelzp. 236—237°; es war alsbald nahezu rein. Als zweite 
Krystallisation erhielt man 0,3 g feiner verfilzter Nadeln, die bei 
170° sinterten und bei 180—184° schmolzen. Die Krystallform 
ist ganz anders als die von Tetrabromid A, die Léslichkeit viel 
eroBer als die von diesem. Offenbar liegt ein stereoisomeres 
‘etrabromid von Siiure B in nicht ganz reiner Form vor. 














Uber die Einwirkung von Persulfat in alkalischer Lisung 
auf Aminosauren. 
Von 


Konrad Lang. 


(Aus der stidtischen Krankenanstalt Kiel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1936.) 


Kocht man Aminosiuren in alkalischer Lésung mit Kalium- 
persulfat, so werden die Aminosiuren unter Abspaltung von NH, 
oxydiert. Bei den aliphatischen Monoamino-monocarbonsiuren 
erhilt man unter geeigneten Bedingungen eine quantitative 
Ammoniakausbeute. Gleichzeitig wird CO, abgespalten und man 
erhilt den um 1C-Atom frmeren Aldehyd, der, da er flichtig 
ist, tiberdestilliert. Die Aldehydausbeuten sind aber schlecht, am 
geringsten sind sie beim Glykokoll, sie nehmen mit steigendem 
Molekulargewicht der Aminosiiuren zu. Bei den Monoamino- 
dicarbonsiuren ist die NH,-Ausbeute gleichfalls quantitativ, da 
sich aber keine fliichtigen Aldehyde bilden, ist die Zersetzung 
tiefergehend. Das gleiche gilt fiir Serin und Cystin. Bei den 
Diamino-monocarbonsauren wird mehr als 1 Mol NH, abgespalten, 
die Ausbeute von 2 Mol NH, wird aber nicht erreicht, die Er- 
gebnisse sind ziemlich schwankend. Beim Arginin liegen die 
Verhiltnisse &hnlich. Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan 
geben viel zu geringe NH,-Werte. Histidin verhilt sich wie die 
anderen Hexonbasen. 

In wesentlich anderer Weise reagiert das Prolin. Hier bildet 
sich unter Abspaltung von CO, eine fliichtige Base, die als 
Pyrrolin identifiziert werden konnte. Dieses Pyrrolin ist aber 
nicht identisch mit dem von friiheren Autoren beschriebenen 
Pyrrolin [Cimician und Dennstedt}), Anderlini?), Knorr und 
Rabe*)|. Es ist daher vielleicht als das bisher unbekannte am 
N-Atom ungesittigte Pyrrolin anzusprechen. Es ist sehr leicht 


) Ber. chem. Ges. 16, 1536 (1883). 
*) Ber. chem. Ges. 22, 2512 (1889). 
5) Ber. chem. Ges. 34, 3491 (1902). 
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zersetzlich. Das einzig schwer lésliche Derivat ist das Reineckat. 
Auch das Reineckat ist recht empfindlich, beim Umkrystallisieren 
desselben ist Erwirmen auf héhere Temperaturen zu vermeiden. 
Die Pyrrolinausbeute ist unter gewissen Bedingungen (Vakuum- 
destillation) quantitativ. 


Experimentelles, 


Abspaltung von Ammoniak. Je 5 ccm m/100-Aminosiure wurden 
mit 1eem gesittigter Kaliumpersulfatlésung und 1 cem 60 °/,igem KOH und 
Wasser ad 25 ccm in einem Destillierkolben mit kleiner Flamme erhitzt. 
Das Ammoniak wurde in n/100-H,SO, aufgefangen und gegen Methylrot 


Bildung von Aldehyd. Genau der gleiche Ansatz. Die Vorlage 
war mit 1 °/,iger Bisulfitl6sung beschickt. Die Aldehydbestimmung erfolgte 
entsprechend den von Fiirth-Charnass zur Milchsiurebestimmung aus- 
gearbeiteten Vorschriften. Zur Identifizierung der entstandenen Aldehyde 
wurden gréBere Mengen Aminosiiure (etwa 0,5 g) verwendet. Die ins 
Destillat iibergehenden Aldehyde wurden als 2,4-Dinitrophenylhydrazone 
isoliert, die Hydrazone umkrystallisiert und der Schmelzpunkt bestimmt. 

Die Tab. 1 und 2.geben das Ergebnis dieser Versuche wieder. 


Versuche mit Prolin. 5ccm m/100-Prolin wurden mit 4 cem ge- 
sittigter Kaliumpersulfatlésung und 2ccem 60°/,igem KOH und 14 cem 
Wasser versetzt. Dieses Gemisch wurde bei einer Wasserbadtemperatur 
von 70—80° im Vakuum destilliert. Die Vorlage mit 10 cem n/100-H,SO, 
beschickt, mit n/100-NaOH gegen Methylrot titriert. Es wurden in 5 Ver- 
suchen 4,92; 4,95; 4,80; 4,88 und 4,95 cem n/100-NaOH verbraucht, d. h. 
die Basenausbeute war praktisch quantitativ. 


Darstellung von Pyrrolinreineckat. 1g Prolin, das 2mal aus 
Butylalkohol umkrystallisiert worden war, wurde in der oben beschriebenen 
Weise mit Persulfat in alkalischer Lésung oxydiert. Das Destillat, das 
einen starken Basengeruch hatte, wurde mit H,SO, bis zur kongosauren 
Reaktion angesiuert und mit einer 5 °/,igen Lésung von Reineckesalz ver- 
setzt. Sofort bildete sich ein krystallisierter Niederschlag, der nach einigem 
Stehen abgesaugt wurde. Die Krystalle wurden unter kurzem Erwirmen 
auf 40° aus Alkohol umkrystallisiert. Das Pyrrolinreineckat beginnt bei 
195° zu erweichen und ist bei 210° geschmolzen. 


5,233 mg Subst.: 4,690 mg CO,, 1,700 mg H,O. — 13,113 mg Subst.: 
31,330 mg BaSO,.— Kjeldahl: 27,4 mg Subst. verbr. 4,92 cem n/10-H,SO,. 
Fiir C,H,N-[Cr(SCN),(NH,),JH 
Ber. C 2465 H3,85 $382,93 N 25,18 
Gef. ,, 24,44 ,, 3,64 ,, 32,82 ,, 25,11. 


Eine N-Bestimmung nach Dumas ergab einen um etwa 1°/, zu 
niederen Wert. 

Das Pyrrolin ergab mit Pikrinsiure, Pikrolonsiure und Flaviansiiure 
keine schwer lislichen Derivate, ferner auch keine schwer léslichen 
Metallsalze. 
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Lang, Einwirkung v. Persulfat in alkalischer Lésung auf Aminosiurep. 














































Tabelle 1. 
es To Ausbeute o/ Ausbeute 
10 y 
Aminosiure an NH, an Aldehyd 
Es ee a ea 100 2—3 
ate ee 6 we % 98 15 
o«-Aminobuttersiure ........ 98 21 
Pees 5 + ee ee ee ee 97 27 
IN 6 a Ea ely EM 8 es 96 33 
ch bie ie ai 26) cap. WS ew oe 100 45 
Ne ae ea a 100 4 
0 a ee 98 37 
d-Asparaginsiure ......... 96 9 
d-Glutaminsiure. ......... 101 10 
G-Peemuyeneee’y tt 62 0 
RRR ta RA Oke a ae a we ee 43 0 
Tabelle 2. 
- Schmelzpunkt Rese yah 
— des 2,4-Dinitro- : 

Aminosiiure phenylhydrazons Gebildeter Aldehyd 
So 155 Formaldehyd 
IR i oh awe eee 161 Acetaldehyd 
o-Aminobuttersiure .. . 156 Propionaldehyd 
th. Ce ae ee 181 Isobutyraldehyd 
Pe «6 4 we ew 123 Isovaleraldehyd 








Da durch Persulfat in alkalischer Lésung auch aus anderen 
in biologischen Fliissigkeiten vorkommenden N-haltigen Sub- 
stanzen wie Harnstoff, Kreatin und Kreatinin Ammoniak ab- 
gespalten wird und zudem die Ammoniakausbeuten bei vielen 
Aminosiuren nicht quantitativ sind, liBt sich auf dieses Prinzip 
kein Verfahren zur Bestimmung des Amino-N in biologischen 
Substraten griinden. 
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Uber das Auftreten von oestruserregenden Stoffen 
in Organen in vitro. 


Von 


P. Rondoni, V. Carminati und A. Corbellini. 


(Aus der Biologischen Abteilung des Krebsinstitutes 
und aus dem Institut fiir technische Chemie der Kgl. Universitit zu Mailand.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8&8. Mai 1936.) 


Die Kenntnis der chemischen Struktur ebenso wie die teilweise glinzend 
gelungene synthetische Darstellung der Geschlechtshormone hat einen Zu- 
sammenhang der Bildung dieser Hormone mit dem Sterinstoffwechsel nahe 
gelegt. Man hat sogar die oestrogene Wirkung, d. h. eine den zahlreichen 
unter dem Namen ,,Follikelhormone“ zusammengefaBten, miteinander ver- 
wandten Stoffen eigene Wirkung, bei gewissen echten Sterinen festgestellt; 
so bei Ergosterin, Neoergosterin und Vitamin D [Cook und Dodds')]. Das 
Cholesterin selbst wurde als unwirksam gefunden. Man miifte also an- 
nehmen, daB eine ganze Reihe von Veriinderungen am Geriiste und an der 
Seitenkette der Sterine stattfinden mu8, um einen oestrogenen Stoff ent- 
stehen zu lassen, der eine mehr oder weniger ausgesprochene Ahnlichkeit 
mit den im Kierstocke (oder auch, nach gewissen neuesten Beobachtungen 
am Pferde, im Hoden) gebildeten echten Follikelhormonen aufweist. Die 
Arbeiten der genannten englischen Forscher’) sind in diesem Sinne sehr 
bedeutsam. Sie zeigen die Abhingigkeit der oestrogenen Wirksamkeit von 
der chemischen Struktur sowohl bei gewissen Kohlenwasserstoffen der 
1,2,5,6- Dibenzanthracenreihe (Einfiihrung von Hydroxylgruppen, von Alkyl- 
gruppen usw.) wie bei den Sterinen. Bei den letzteren scheint die Wirk- 
samkeit mit dem Sittigungsgrade des Ringsystems im umgekehrten Ver- 
hiltnisse zu stehen. Mit dem Hinweise auf gewisse Kohlenwasserstofte 
haben wir schon eine brennende Frage beriihrt: ob und inwieweit oestrogene 
und krebserregende Wirkung zusammenhingen. Es sei hier bloB an die 
Arbeitshypothese einiger Forscher *) erinnert, da8 im Kérper aus den Sterinen 
durch fortschreitende Aromatisierung zuerst oestrogene Stoffe entstehen, 
dann cancerogene Stoffe, die héchst ungesiittigt sein sollen und deshalb 
Ahnlichkeit mit den krebserregenden aromatischen Kohlenwasserstoffen auf- 
weisen diirften. Es sei aber auch darauf hingewiesen, daB die oestrogene 


1) Nature 131, 205 (1933); J. Soc. Chem. Ind. 52, 287 (1933). 

*) Cook, Dodds u. Greenwood, Proc. roy. Soc. Lond. 114, 286 
(19384); Cook, Dodds, Hewett u. Lawson, ebenda 114, 272 (1934); 
Dodds, Lancet 1, 987 (1934). 

5) Cook, Ber. chem. Ges. 69, 38 (1936). 
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Wirksamkeit nur bei wenigen der vielen Stoffe, die Tumorbildung hervor. 
rufen kénnen, sicher festzustellen ist: daB z. B. 1,2-Benzopyren, das nach 
den englischen Forschern oestrogen wirkt, von Carminati') beinahe un- 
wirksam gefunden wurde. Wenn man bedenkt, daB viele Stoffe tierischen 
und pflanzlichen Ursprungs eine gewisse oestrogene Wirksamkeit entfalten 
kénnen, und daB die krebserregenden reinen Stoffe ebenfalls sehr zahlreich 
sind, so darf es nicht als besonders bezeichnend fiir einen genetischen und 
kausalen Zusammenhang erscheinen, wenn bei wenigen Stoffen die zwei 
biologischen Funktionen zusammenfallen. Fiir unser Verstindnis des bio- 
logischen Geschehens ist es also viel besser, die Méglichkeit der Bildung 
der fraglichen brunst- und krebserregenden Kérper aus unwirksamen Stofien 
zu untersuchen als eine bloBe Aufzihlung aller méglichen Stoffe, die in 
diesem Sinne wirken kénnen, zu unternehmen. Jene Bildung aber sollte 
nicht mit den gewéhnlichen, dem Chemiker wohlbekannten und sehr stark 
eingreifenden Mitteln, wie z. B. Selenbehandlung hydroaromatischer Stoffe 
zum Zwecke der Dehydrierung, stattfinden. Eher sollten woméglich physio- 
logische Bedingungen geschaffen werden und vor allem sollten eventuelle 
enzymatische Vorgiinge durch Organextrakte, Zellensuspensionen usw. in 
Anwendung gebracht werden. 

Unsere Aufgabe war also, festzustellen, ob oestruserregende 
und krebserzeugende Stoffe sich in einem vorher nicht oder 
wenig wirksamen Organbrei bilden, wenn dieser Organbrei lingere 
Zeit unter Bedingungen gehalten wird, die eine langsame Wirkung 
physiologischer Krafte unter méglichster Ausschaltung von bakte- 
riellen Verunreinigungen gewihren. Wegen der erwihnten selir 
wahrscheinlichen Abstammung der oestruserregenden Hormone 
und vielleicht auch gewisser Wuchsstoffe oder tumorwachstums- 
anregender Stoffe?) aus Cholesterin haben wir dem Organbrei 
gréBere Mengen von Cholesterin zugesetzt, in der Hoffnung, einen 
Umbau oder Abbau dieser Substanz durch die enzymatischen 
Krafte und durch die besonderen physikalisch-chemischen Be- 
dingungen dieser einer Autolyse mehr oder weniger entsprechen- 
den Versuchsanordnung hervorzurufen und das Entstehen der 
fraglichen Stoffe besser in Erscheinung treten zu lassen als im 
Falle einer einfachen Organautolyse, bei welcher nur der natiir- 
liche Organgehalt an Sterinen hiitte ab- oder umgebaut werden 
kénnen. 


Uber die Bildung von Wuchsstoffen oder krebserzeugenden Stoffen 
wird spiter berichtet, wenn der Ausfall der unternommenen Versuche in 
irgendeiner Weise interessant erscheinen wird. 


Wir berichten hier iiber eine groBe Reihe von langwierigen 
Versuchen, die hauptsachlich darin bestanden, eine gewisse Menge 





*) Tumori 21, 106 (1935). 
*) Rondoni, Acta cancrologica 1, 593 (1935). 





i ese Om. 2f 








lervor- 
8 nach 
1@ un- 
ischen 
tfalten 
reich 
mn und 
> ZWej 
8 bio- 
iIdung 
tofien 
die in 
sollte 
stark 
Stoffe 
hysio- 
tuelle 
WwW. In 


nde 
oder 
igere 
kung 
ikte- 
selir 
10ne 
1ms- 
brei 





~ 


Uber das Auftreten von oestruserregenden Stoffen in Organen in vitro. 13 


yon méglichst feinzermahlenem Cholesterin mit einem Organbrei 
zusammenzubringen und bei 38—53° wochenlang stehen zu lassen. 
Das Material wurde verschieden verarbeitet und an kastrierten 
weiblichen Ratten auf oestruserregende Wirkung untersucht. 
Mehrere Punkte unserer Versuchsanordnung miissen vorher 
diskutiert werden. Erstens die Wahl des Organs: wir haben stets 
mit Pferdeleber gearbeitet, die frisch vom Schlachthofe bezogen, 
fein zerschnitten und im Moérser zu einem dicken Brei gemahlen 
wurde. Die Wahl der Leber geschah aus Bequemlichkeits- und 
Billigkeitsgriinden und weil dieses Organ eine bedeutsame Rolle 
in der Umwandlung dieser Kérperklasse (Gallensiurebildung usw.) 
spielt. Die Leber kann nach gewissen Angaben Spuren von 
oestrogenen Stoffen schon an und fiir sich enthalten. Das wire 
besonders beim Pferde (wohl auch beim Hengst) zu erwarten, 
wo groBe Mengen von Oestrin im Blute kreisen und im Harne 
erscheinen. Wir haben deshalb nicht versiumt, Organbrei mit 
und ohne Cholesterinzusatz und Organbrei nach verschiedenen 
Autolyseperioden zu verarbeiten und auf brunsterregende Wirk- 
samkeit zu untersuchen. Die Gemische des Cholesterins mit der 
Organsubstanz wurden verschieden hergestellt: in einigen Versuchs- 
relhen wurde das Cholesterin mit dem Leberbrei unter Wasser 
gehalten und mit Toluol oder Benzol iiberschichtet; das Ganze 
blieb bei 37°: also eine gewohnliche Versuchsanordnung, um eine 
Autolyse des Organs unter Ausschaltung des Bakterienwachstums 
zu bekommen. Inzwischen haben Nekam und Ottenstein’) 
mitgeteilt, daB sie keinen Abbau des als kolloidalen Sols zu- 
gesetzten Cholesterins bei der sterilen Autolyse gefunden hatten. 
Ihre Versuche aber dauerten nur 2 Tage und kénnen nicht mit 
unseren mehrere Wochen dauernden Versuchen verglichen werden. 
Der Zusatz des Cholesterins als Sol wurde von uns gepriift. Wir 
sahen darin keine besonderen Vorteile, da die kolloidale Liésung 
in Gegenwart des Gewebebreies sehr schnell ausflockte. Ubrigens 
verwendeten wir folgende Versuchsanordnung 6fter: wir stellten 
ein Gemisch aus feinpulverisiertem Cholesterin und Organbrei 
her, ohne Zusatz von Wasser und Desinfektionsmitteln. Die so 
hergestellte dicke Paste wurde in GefaiBen mit Glasstépseln bei 
52—53° gelassen, um Bakterienwucherung und Faulnis méglichst 
zu vermeiden. Spater wurde zeitweise ein wenig Wasser zugesetzt, 
um das Austrocknen zu verhindern. Es scheint uns, daB solches 


1) Klin. Wschr. 14, 641 (1935). 
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Verfahren am besten eine innige Beriihrung der Zellstoffe mit 
dem zugesetzten Cholesterin gewihrt. Das Sterin kann sich all- 
mihlich im Fette des Organbreies lésen, vielleicht eine einzige 
Phase mit den dem Organe eigenen Sterinen bildend; es bleibt 
so besser etwaigen ab- und umbauenden Zellstoffen ausgesetzt, 
als im Falle eines Zusatzes von wiBrigen kolloidalen Lésungen, 
die neue Phasenbildungen bedingen, und von Toluol oder Benzol, 
die das Sterin sehr stark lésen und an sich reiBen, es dem 
eventuellen Reaktionsfeld entziehend. Man koénnte wohl ein- 
wenden, daB die ziemlich hohe Temperatur, die eine starke 
Bakterienwucherung hintanzuhalten vermochte, keine optimale 
fiir eventuelle Organfermente sein sollte. Wir méchten dazu 
erwidern, daB fiir die meisten Enzyme der optimale Punkt der 
Wirkung zwischen 35 und 50° liegt, aber auBerordentlich 
schwankt, da sowohl die Wirkung wie auch die Abschwachung 
sehr stark von Beimengungen beeinflu8t wird. Im _ natiirlichen 
System wirken die Begleitkolloide schiitzend. Die Erwirmung 
zusammen mit dem (hier vermutlichen) spezifischen Substrat und 
der AusschluB von Wasser sollen ebenfalls schiitzend wirken’. 
Ubrigens wollen wir nicht den absoluten Nachweis einer echten 
enzymatischen Wirkung fiihren, sondern bloB Bedingungen 
schaffen, die das Cholesterin dem zelluliren Milieu aussetzen 
mit méglichst kleiner Abweichung vom physiologischen Zustande. 
Eine gewisse Abweichung ist in in vitro-Versuchen unvermeidbar. 


Die Wahl des Cholesterins unter allen méglichen Sterinen, 
die der Wirkung der umbauenden Krifte hitten ausgesetzt werden 
kénnen, geschah hauptsichlich, weil dies eben das verbreitetste 
Sterin und beinahe in allen Zellen vorhandene ist. Der natiirliche 
Steringehalt der Leber darf wohl nicht vernachliissigt werden. 
Man kénnte hier vielleicht einige Untersuchungen von Borgatti*) 
erwihnen, aus denen eine Umwandlung Cholesterin ——> Cholsiure 
wiihrend der Leberautolyse, d. h. die Méglichkeit eines Umbaues 
dieser mit den Geschlechtshormonen verwandten Stoffe, hervor- 
zugehen scheint. 


Wir haben stets groBe Mengen von Cholesterin dem Leber- 
brei zugesetzt (vgl. Protokolle), im allgemeinen 10 g zu je 200 ¢ 
frischer Leber, mit einer gewéhnlichen Waage gewogen. Die 
Gemische wurden von Zeit zu Zeit umgeriihrt. Solche Mengen- 


1) Oppenheimers Handb. d. Bioch. 2. Aufl. I, 783 (1924). 
*) Boll. Soe. Biol. sper. 8, 1823 (1933). 
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verhiltnisse und die verschiedenen Manipulationen machen genaue 
quantitative Betrachtungen unmdglich. Sie gewahren aber die 
besten Aussichten auf Erfolg der biologischen Nachweismethode 
und erlauben eine geniigende Bildung von wirksamen Stoffen. 


Die Verarbeitung der mehrere Wochen bei 37 oder bei 53° gehaltenen 
Gemische bestand entweder in einer einfachen Benzolextraktion (bei 37° oder 
bei Zimmertemperatur) mit nachfolgender Verdampfung des Benzols und 
Aufnahme der benzolléslichen Stoffe in einem zur Impfung geeigneten Fette 
(bei 37° léslichen Speckanteilen oder, selten, Olivenédl), oder in einem 
Fraktionierungsvorgang mit der Absicht, das Cholesterin von eventuell 
daraus entstandenen oder sonst gebildeten brunsterregenden Stoffen zu 
trennen und eine Anreicherung der letzteren zustande zu bringen; danach 
wurde das vermutliche Follikulin benzoyliert und das entstandene Produkt 
in Olivenél gelést und geimpft (vgl. Versuchsprotokolle). 

Die Priifung der rohen Benzolextrakte oder der Fraktionierungs- 
Benzoylierungsprodukte erfolgte stets an wenigstens seit zwei Monaten 
kastrierten Rattenweibchen, derer Reaktionsfihigkeit auf Follikulin durch 
die Anwendung zuverlissiger MHandelspriiparate (I. G. Farbenindustrie, 
Instituto Biochimico Italiano) festgestellt worden war. Jede MaSnahme 
zur Verhiitung von Trugschliissen (Kolpoxerose durch Avitaminose, trau- 
matische Schidigung der Scheide) wurde getroffen, um den Allen-Doisy 
Test in richtiger Weise auszufiihren und beurteilen zu kénnen. In einigen 
Fillen wurden die Tiere getétet und eine histologische Untersuchung aus- 
gefiihrt (vgl. Protokolle). 


Die Ergebnisse kiénnen so zusammengefaBt werden: Nur 
Extrakte aus Gemischen des Leberbreies mit Cholesterin 
ergaben eine oestrogene Wirkung mit einer Ausnahme. Die 
Ausnahme betrifft Versuch 14 (vgl. Protokolle), wo der Auszug 
(Ollésung) aus Leber ohne Cholesterinzusatz eine gewisse Wirkung, 
sogar eine zwar verspiitete, aber etwas stiirkere Wirkung als der 
Auszug aus dem Organ—Sterin-Gemische aufwies. Es handelt 
sich um einen der wenigen Versuche mit Aufenthalt der Gemische 
bei 37°. Man kénnte hier entweder eine Bildung der brunst- 
erregenden Stoffe aus dem Sterinbestande des Organs — die 
wahrscheinlichste Annahme — vermuten oder das Hervortreten 
eines gewissen natiirlichen Gehaltes der Leber an Follikulin und 
ibnlichen Kérpern diskutieren. 

Alle Extrakte aus Organ—Sterin-Gemischen ergaben positive 
Ergebnisse, mit wenigen Ausnahmen: Versuch 23 (Fehler bei der 
etwas komplizierten Verarbeitung?); Versuch 3 (einer der ersten 
Versuche, Injektion des Gemisches ohne Extraktionsverfahren). 
Das Gemisch aus Leber und Sterin, das ohne Aufenthalt bei 
37—53° sofort geimpft wurde, ergab ebenfalls negative Resultate 
(Versuch 1). 














P. Rondoni, V. Carminati und A. Corbellini, 


Endlich zeitigte das Gemisch aus Sterin und gekochter 
Leber beinahe negative Befunde, was wohl mit dem positiven 
Ergebnis der rohe Leber enthaltenden Gemische in EKinklang 
stehen diirfte (starke physikalische Verinderung des Organbreies, 
Inaktivierung eventueller enzymatischer Kriafte usw. durch Kochen). 

Die positiven Ergebnisse bei der biologischen Priifung der 
Extrakte zeigen sehr verschiedenen Grad, von leichten prooestralen 
Verinderungen bis zu typischer oestraler Umbildung der Scheiden- 
ausstrichbefunde. Man bemerkt dabei, daB die Befunde im all- 
gemeinen desto deutlicher werden (obwohl nicht mit absoluter 
RegelmaBigkeit), je linger Organbrei und Cholesterin zusammen 
gestanden haben. Die Versuche 21 und 22 haben sehr deutliche 
und sehr rasch eintretende Ergebnisse gezeigt. In solchen Fallen 
haben wir ein Extraktionsverfahren angewandt, das follikulin- 
aihnliche Stoffe auszuziehen und stark zu konzentrieren gestattete, 
auBerdem durch Benzoylierung eine Steigerung der Wirksamkeit 
zu erzielen versucht. Wenn man aber die Einfachheit der Ver- 
arbeitung und die viel gréSere Verdiinnung der benzolléslichen 
Stoffe bei den vorangehenden (2—19) positiven Versuchen (Aut- 
nahme in gréferen Mengen von Fett als Eccipiens) betrachtet, 
darf die Annahme berechtigt erscheinen, daB die benzoylierten 
Fraktionen nicht fiir die ganze Wirksamkeit der einfachen 
Extrakte verantwortlich gemacht werden kénnen. 

Sehr schwierig ist es nun zu entscheiden, wie die brunsterregenden 
Eigenschaften im Gewebebrei mit Cholesterin wihrend des Aufenthaltes 
bei 37—53° entstehen. Die allem Anscheine nach einfachste Annahme 
wire es, daB brunsterregende Stoffe sich aus Cholesterin unter 
Einwirkung des Organbreies bilden. Solche Vermutung hat sogar 
die Anstellung der Versuche veranlaft. Ein deutlicher Schwund des 
Cholesterins konnte aber nicht festgestellt werden, obwohl die gefundene 
Menge nach mehreren Wochen nicht immer die zu erwartende (vgl. Proto- 
kolle) genau erreichte. Es ist jedenfalls unméglich winzige Differenzen zu 
bewerten. Ein ganz kleiner Schwund von Cholesterin (etwa der GréBen- 
ordnung weniger Zentigramme) kénnte nicht, bei den angewandten grofen 
Gewebe- und Cholesterinmengen (die auSerdem verschiedentlicher Be- 
handlung unterzogen worden sind), in Erscheinung treten. Andererseits 
kénnten kleine zufillige Verluste das eventuelle kleine Defizit wohl erkliren. 
Ein mit Sicherheit im Sinne eines Abbaues zu deutender Schwund von 
Cholésterin wurde nicht gefunden. Es kann aber sein, daf eine quantitativ 
so kleine Cholesterinmenge, die einem sicheren Nachweise bei unserer 
massiven Versuchsanordnung entgeht, trotzdem umgewandelt worden ist 
und geniigende Mengen von brunsterregenden Stoffen erzeugt hat, die durch 
das empfindliche biologische Reagens nachgewiesen werden kénnen. Die 
Umwandlung kénnte im vorliegenden Falle auch einfach in sehr begrenzten 
Dehydrierungsvorgiingen und sterischer Umformung des Molekiils bestehen, 
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woraus ein noch mit Digitonin reagierender, aber im Gegensatz zum 
Cholesterin oestruserregender Koérper entstiinde. In solechem Falle sollten 
jedenfalls Spuren auch in die vom Cholesterin befreiten Ausziige iibergehen 
und dort die nétige Konzentration erfahren, um deutlich wirken zu kénnen. 

Wenn man einen Umbau oder Abbau des zugesetzten Cholesterins 
ausschlieBen will, dann miBte man annehmen, daf dieser Kérper in irgend- 
einer Weise die Bildung der Oestrusstoffe im Organbrei aus gewissen 
Bestandteilen desselben begiinstigt oder die Extrahierbarkeit schon vor- 
handener Follikuline gesteigert hat. Folgende Annahme wiire auf Grund 
der vorliegenden Versuche nicht von der Hand zu weisen: das zugesetzte 
Cholesterin macht die schon vorhandenen oestruserregenden Stoffe aus 
gewissen Komplexen frei (Adsorptionsvorgiinge, die durch eine grund- 
sitzliche Ahnlichkeit inter- und intramolekularer Gitterkriifte erméglicht 
werden ?); dadurch erst werden die betreffenden Stoffe durch die Extraktions- 
mittel, die im angewandten Verfahren zur Wirkung kommen, extrahierbar, 
ihnen sozusagen erst zugiinglich. Diese letztere Annahme gibt aber keine 
befriedigende Erklirung fiir die Beobachtung, daB eine wenn auch nicht 
regelméBige Zunahme der Wirksamkeit der Gemische mit der Verlingerung 
der Beritthrungszeit des Organbreies und des Cholesterins zustande kommt. 
Es scheint eine Beriihrungszeit von ungefihr 5—6 Wochen am besten die 
oestruserregende Wirksamkeit zustande zu bringen: was wohl mehr im 
Sinne eines vorliufig, nicht niiher zu definierenden, wahrscheinlich quanti- 
tativ sehr bescheidenen Abbau- oder Umbauvorganges des Cholesterins 
sprechen diirfte. Weitere Versuche sollen dariiber Aufklirung bringen. 


Versuchsprotokolle. 


Die Ergebnisse des Allen-Doisy Testes auf kastr. weibl. Ratten 
werden wie folgend angegeben: 


Prooestrus: Wenn viele epitheliale Zellen, wenigstens in denselben 
Mengen wie Leukocyten in den Scheidenausstrichen vorkommen. 

Leichter Oestrus: Vorkommen von Schollen, d. h. kernlosen epith. 
Zellen neben vielen kernhaltigen Zellen und wenigen Leukocyten. 

Oestrus: Viele Schollen, die im mikroskopischen Bilde vorherrschen. 

Negativ: Dioestrales Bild. 

Versuch 1. a) Gemisch aus 100 g Pferdeleber und 5 g Cholesterin, 
nach den Angaben im ersten Teile der Arbeit hergestellt; b) Leberbrei 
allein (ohne Chol.) Material als solches (0,5—1,0 ccm) sofort geimpft. Beob- 
achtung der Scheidenausstriche wihrend 179 Stunden. Beide negativ. 

Versuch 2. a) Leberbrei und Cholesterin wie oben 

b) Leberbrei allein 
Leichte bakterielle Verunreinigung. Material als solches geimpft. Bei einer 
der zwei mit a) geimpften Ratten ein fliichtiger Prooestrus; alle anderen 
negativ. 

Versuch 3. a) Leberbrei und Cholesterin wie oben 

b) Leber allein 
Keine Verunreinigung, Material als solches geimpft (bis 3 cem). Bei einer 
mit a) geimpften Ratte Trockenheit der Scheide, die nicht als sichere 
oestrale Verinderung gelten darf. Sonst negatiy. 


22 Tage bei 50°. 


37 Tage bei 50°. 
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Versuch 4. Leberbrei und Cholesterin wie oben, 47 Tage bei 50—52°, 
Nach der Impfung von 3—4 ccm Material auf 2 Ratten: bei einer Ratte 
Prooestrus nach 73 Stunden; bei beiden leichter Oestrus nach 106 
bis 123 Stunden, der in der 145. Stunde verschwindet. 

Versuche 5, 6, 7,8. Gemisch aus Leber und Cholesterin, nach ver- 
schiedenen Aufenthaltszeiten bei 52—53° mit Aceton extrahiert. Riickstiinde 
und Lésungen werden verschieden verarbeitet, die Resultate der Priifungen 
der einzelnen Fraktionen sind ziemlich unklar; nur scheint im allgemeinen 
eine gewisse Wirkung (prooestrale, fliichtige Erscheinungen) den Ausziigen 
eigen zu sein (acetonldsliche Stoffe). 

Versuch 9. Gemisch aus Leber (200 g) plus Cholesterin (10 ¢), 
50 Tage bei 53° Das Material als solches erzeugt bei einer Ratte ein 
langdauerndes prooestrales Bild. Benzolextraktion: die Masse wird mit 
ung. 200 cem Benzol 48 Stunden lang in Beriihrung gelassen, dann filtriert, 
mit Benzol auf dem Filter gewaschen. Der Benzolextrakt wird im Scheide- 
trichter vom wiBrigen Inhalt befreit, nochmals filtriert und bis auf wenige 
Kubikzentimeter bei 60° eingeengt, die mit 100 eem Speck (bei 37° fliissigen 
Anteilen) gemischt werden. Verjagung der letzten Spuren Benzol. Impfung 
von 2 ccm auf je 8 Ratten. Nach 118 Stunden bei allen deutlicher Prooestrus; 
spiter bei allen Jangdauernder leichter Oestrus oder Oestrus (bis zur 
286. Stunde). 

Versuch 10. Gemisch und Behandlung wie oben. Nur wird die 
Masse, nach Benzolextraktion, mit Wasser gewaschen und der wéfrive 
Extrakt gepriift: negativ. 

Versuch 11. Gemisch wie bei 9, Benzolextraktion nach 53 Tagen bei 
53°. Der Extrakt wie bei 9 eingeengt, mit Speck aufgenommen und 
3 Ratten geimpft: Prooestrus (kurzdauernd). 

Versuch 12. Gemisch und Verarbeitung wie bei 11. Benzolextrakt 
3 Ratten geimpft: bei allen von der 105. Stunde Prooestrus, bei einer 
entwickelt sich ein Oestrus, der ung. 20 Stunden dauert. 

Versuch 13. Gemisch und Verarbeitung wie oben: die geimpften 
Tiere werden nach 50, 100, 150 Stunden getétet, um die histologischen Be- 
funde festzustellen. Gleichzeitig wird eine vor 2 Monaten kastr. weibl. 
Ratte getétet, um die Befunde am Genitale vergleichen zu kénnen. Man 
sieht bei den mit unserem Leber-Cholesterinbenzolextrakt behandelten 
Tieren eine progressive Zunahme der UterusgréBe (Erweiterung des Lumens, 
Verdickung der Muskelwand, eine gewisse Vermehrung der Driisen) und 
eine deutliche Vermehrung der epithelialen Schichten (mit Verhornung der 
oberflichlichen) in derScheidenschleimhaut. Mit diesen deutlichen oestralen 
Verinderungen ist etwas vergesellschaftet, das vielleicht auf eine nicht 
ganz reine Follikulinwirkung hindeutet: z. B. die starke Verdickung der 
Uterusmuskulatur. Dazu ist aber zu bemerken, da hier ein ungewéhnlich 
langdauernder Oestrus vorliegt, der stabilere und tiefere Veriinderungen 
in den Organen zur Folge haben kénnte. 

Versuch 14. Gemisch: Pferdeleber 200 g, Cholesterin 10g, Wasser 
200 cem, Benzol 60 cem. 38 Tage bei 37°, Benzolextraktion, dann Ver- 
dampfung des Benzols, Aufnahme des Riickstandes in 30 cem Olivenél 
(Ollésung). Man bereitet gleichzeitig ein Leberbrei-Wasser—Benzolgemisch 
ohne Cholesterin (b) und eine Cholesterinaufschwemmung ohne Organ- 
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zusatz (ec), die in derselben Weise bei 37° stehen und weiter verarbeitet 
werden. Die Ollésungen werden Ratten geimpft (tiglich 1 ccm je einer R., 
4 Tage lang): bei der mit Lésung a) behandelten Ratte Prooestrus; 
dasselbe bei der mit b) behandelten, der spiter kommt und kurz bis zu 
einem leichten Oestrus steigt. Mit c) negative Ergebnisse. 


Versuch 15. Unterbrochen. 


Versuch 16. Gemisch: Leber 400 g, Cholesterin 20 g, 40 Tage bei 
53°. Benzolextraktion, Aufnahme der verdampften Benzolextrakte in 100 cem 
Speck. Scheidenbefund 134 Stunden nach der Impfung von 2,5 ccm an je 
» Ratten: Prooestrus; nach weiteren 15 Stunden Oestrus (das ist eines 
der klarsten Resultate). 


Versuch 17. Alles wie oben. Oestrus 124 Stunden nach der 
Impfung (2 Ratten). 

Versuch 18. Leberautolyseprodukte (ohne Cholesterin): 200 g Organ 
und 100 cem Wasser unter Toluol: 40 Tage bei 37°, Benzolextraktion. 
Weitere Verarbeitung und Aufnahme in Speck wie oben. Negativ. 


Versuch 19. Gemisch: Pferdeleber 400 g, Cholesterin 20 g, Wasser 
400 eem, Benzol 120 cem. 43 Tage bei 37°, dann Benzolextraktion (bei 37°). 
Die eingeengten Benzolausziige mit 100 cem Speck aufgenommen. Impfung 
von je 3cem an 2 Ratten. Sehr friihzeitiger Prooestrus (16. Stunde), 
der bald ein leichter Oestrus oder Oestrus wird. Bei einer Ratte nach 
Abklingen der oestralen Erscheinung neuer kurzer, aber deutlicher Schub 
(ResorptionsunregelmaBigkeiten ?). 

Extraktions- und Fraktionierungsmethode, die in den Ver- 
suchen 20 und folgenden angewandt wurde. 

Wir beabsichtigten follikulinihnliche Stoffe zu isolieren und zu ben- 
zoylieren. Dazu wurde ein Gemisch aus 200 g Pferdeleber und 10 g Cho- 
lesterin, das eine bestimmte Zeit lang in einem gut verstépselten Gefiibe 
bei 52—53° gestanden hatte (vgl. ersten Teil), in einen groBen Becher ge- 
gossen, das Gefii® mit 100 cem Wasser nachgewaschen, das dem Gemisch 
zugesetzt wurde. Zusatz von 100 cem konz. Salzsiiure. Dieses angesiiuerte 
Gemisch bleibt ungefiihr 15 Stunden bei Zimmertemperatur. Danach trennt 
man durch Zentrifugierung und gelegentliche Filtration a) eine ganz feste 
Masse, die mehrmals mit Wasser gewaschen, auf der Saugpumpe aus- 
gepreBt und mit leicht angesiiuertem Wasser nochmals gewaschen wird; 
b) eine Fliissigkeit, die dunkelbraun ist. 

Die feste Masse wird getrocknet und einer wiederholten Extraktion 
mit heiBem Benzol unterzogen. Der Riickstand ist ein braunes Pulver, das 
12,63—13,84°/, N (nach Dumas bestimmt) enthalt. Der Benzolauszug wird 
eingeengt, die letzte Spur von Benzol wird im Vakuum entfernt: man be- 
kommt 14—16 g Riickstand. Dort wird das Cholesterin nach der Digitonin- 
methode in der Modifikation von Hess-Thaysen’) bestimmt. Die theo- 
retisch zu erwartende Cholesterinmenge (zugesetztes Chol. + natiirlicher 
Organgehalt) wird im allgemeinen kaum erreicht: ein deutlicher Schwund 
darf aber nicht ohne weiteres angenommen werden, wenn man unvermeidbare 
UnregelmiBigkeiten in der Herstellung der Gemische, kleine Verluste, usw. 
in Betracht zieht. 


1) Biochem. Z. 62, 95 (1914). 
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Die Fliissigkeit wird bis zu 300 ccm eingeengt und dreimal mit je 
300 cem Benzol unter mehrstiindigem Schiitteln extrahiert. WiaBrige und 
benzolische Schichten lassen sich manchmal schwierig trennen (gelegentlic) 
Verdiinnung mit Wasser, Filtration usw.). Die Benzolextrakte werden iiber 
wasserfreiem Na,SO, getrocknet und eingeengt; das Benzol wird schlieBlicl, 
im Vakuum vollstindig verdampft. Der Rickstand hat ein wachsartiges 
Aussehen (Schmelzp. bei 40—50°). Nach vollstiindigem Trocknen wird er 
im Wasserbade 2 Stunden lang mit Benzoylchlorid erhitzt: man bekommt 
ein dunkles Benzoylierungsprodukt. Um den Uberschu8 von Benzoylchlorid 
zu zersetzen, werden ungefihr 2 ccm Athylalkohol zugesetzt; dann wird am 
RiickfluBkiihler 2 Stunden lang gekocht, der Uberschu8 an Alkohol durch 
Destillation, zuletzt im Vakuum, entfernt. Der Riickstand wird mit Benzo] 
extrahiert (es bleibt eine kleine Menge eines dunklen oder schwarzen 
Pulvers zuriick), die Benzolausziige werden bis auf 1 ccm eingeengt; man 
mischt mit 2,5 cem Olivenédl. Die letzten Benzolspuren werden durch vor- 
sichtiges Erwirmen in einem CO,-Strom entfernt. Die Ollésung wird fiir 
die biologische Priifung angewandt. 

Derselben Verarbeitung wurden mehrere Gemische unterzogen; ebenso 
auch Leberbrei ohne Cholesterinzusatz: im letzteren Falle sind die 
feste Masse a) und die Riickstiinde aus den Benzolausziigen in geringerer 
Menge zu bekommen. 

Versuch 20. 200g Leber allein, 39 Tage bei 52—53°, dann nach 
obiger Extraktionsmethode behandelt. Ollésung zu gleichen Teilen 2 Ratten 
subeutan verabreicht. Negativ. 

Versuch 21. 200g.Leber plus 10 g Cholesterin, 39 Tage bei 52—53°, 
wie oben extrahiert. Ollésung ruft bei 2 Ratten Oestrus nach 23 Stunden. — 
Metaoestrus nach weiteren 20 Stunden hervor. 

Versuch 22. Wie oben (Leber + Chol.), 30 Tage bei 52—53°, dieselbe 
Extraktionsmethode. Ollésung, 2 Ratten zu gleichen Teilen geimpft, deut- 
licher Prooestrus nach 54 Stunden, Oestrus nach weiteren 16 Stunden; 
bei einem Tiere nach 2 Tagen noch Metaoestrus; 166 Stunden nach der 
Impfung Dioestrus. Das andere Tier im Oestrus getétet: Uterus mehr 
als zweimal gréBer, im Vergleich mit dem Uterus einer gleichgroBen, gleich- 
zeitig kastr. Ratte. Histologische Befunde: wie im Versuch 13. 


Versuch 23, Alles wie im Versuch 22, nur etwas lingerer Aufenthalt 
des Gemisches bei 53° (39 Tage). Negativ. 

Versuch 24. 200g Pferdeleber werden zermahlen und in 100 ccm 
Wasser aufgeschwemmt; die Masse wird 10 Minuten lang im Wasserbade 
gekocht. Das Wasser wird ausgepreBt, die gekochte Gewebemasse wird 
mit 10 g Cholesterin gemischt. 46 Tage bei 52—53°. Dann Verarbeitung 
wie oben. Die Ollésung ruft nur bei einer Ratte eine fliichtige An- 
deutung von Prooestrus hervor; sonst negativ (2 Ratten). 

Versuch 25. Eine Aufschwemmung von 10 g Chol. in 100 ccm 
Wasser wird bei 52° gehalten; nach 46 Tagen wird filtriert, das Filtrat 
wird auf 300 ccm eingeengt, mit Benzol extrahiert, der verdampfte Benzol- 
extrakt (eventuelle Bildung von aktiven Stoffen aus Cholesterin wihrend 
des Aufenthaltes bei 52°) dem Benzoylierungsverfahren unterworfen, die 
Ollésung des sehr spirlichen Produktes einer Ratte geimpft. Negativ. 
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Kine schnelle Methode zur Cholesterindarstellung aus Hirn. 
Von 


Igor Remesow und N. Lewaschowa. 





(Aus der Abteilung fiir Kolloidchemie des Staatl. Chemisch-pharmaz. Forschungs-Instituts 
in Moskau.) 


(Der Schriitleitung zugegangen am 11. Mai 1936.) 


Die meisten Methoden zur Gewinnung des Cholesterins aus 
tierischem Material und vor allem aus Hirngeweben beruhen auf 
dem Prinzip einer erschépfenden Extraktion des Sterins mit 
entsprechenden Lésungsmitteln. Unbedingt notwendig scheint fir 
die meisten Methoden zu sein, daB das Ausgangsmaterial voll- 
stiindig getrocknet wird. Am schnellsten arbeitet man gewéhnlich 
nach dem Rosenheimschen Vorschlag mit kalter Acetonextraktion 
des vorher mit Gips getrockneten Gehirnbreis. 

Die Trocknung der Gewebe erscheint unvermeidlich zur 
quantitativen Cholesterindarstellung. Die Prozedur der Trocknung 
nimmt die meiste Zeit in Anspruch und mu8 mit gréBter Sorgfalt 
ausgefiihrt werden. Durch eine vollkommene Trocknung wird 
nicht nur eine erschépfende Entziehung des Wassers aus dem 
Gewebe erreicht, sondern auch die zur vollstandigen Lipoid- 
extraktion nétige Zerkleinerung der Gewebsmasse zu einem feinen 
gleichmaBigen Pulver erzielt. Mit dem Fortschreiten der synthe- 
tischen Gewinnung von Sexualhormonen erschien es uns von 
Interesse, eine Methode zur schnelleren Darstellung des Chole- 
sterins aus Gehirn auszuarbeiten. Wir stellten uns dabei die 
Aufgabe, eine rein qualitative Darstellungsmethode zu finden, 
ohne Riicksicht auf quantitative Verhiltnisse. Der Hauptwert 
wurde eben auf gréBte Zeitersparnis gelegt; die iibrigen Momente 
treten demgegeniiber aber zuriick. 

Unsere Methode liefert sofort ein ganz reines Cholesterin 
vom Schmelzp. 147,0—147,5°, welches nur einer 1 maligen Um- 
krystallisation bedarf. Die Ausbeute betriigt im Mittel 83°/, des 
gesamten Cholesteringehalts der Gewebe (Gehirnsubstanz). Von 
den bisher bekannten Methoden unterscheidet sich unser Verfahren 
durch seine Schnelligkeit und durch das Fehlen der Trocknung 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI. 6 
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der Gewebe. Die Herstellung des reinen Cholesterins geschielit 
innerhalb 24 Stunden und nimmt nur einen Arbeitstag in Anspruch, 

Das Prinzip der vorliegenden Methode beruht auf der Tat- 
sache, daB die Trocknung des Gewebes gleichzeitig mit der 
Extraktion des Sterins vereinigt werden kann. Voraussetzung 
dafiir ist, daB das Gewebe im Zustande feinster Zerkleinerung 
vorliegt. Gerade diese Forderung ist sehr schwierig zu erfiillen. Ks 
gelang uns aber, den Gehirnbrei durch Einfrierenlassen mittels 
fliissiger Luft ({ = — 190°) in einen feinsten pulverartigen Zustand 
zu versetzen. Sodann macht die Acetonextraktion dieses Materials 
keine Umstinde und es ist méglich, innerhalb der gegebenen Zeit 
reines Cholesterin zu gewinnen. Der Gehirnrest stellt nachher 
eine trockene, pulverartige Masse dar, welche nach Wunsch einer 
weiteren heiBen Extraktion im Soxhletapparat unterzogen werden 
kann. Auf diese Weise erscheint es also méglich, auch eine quanti- 
tative Ausbeute zu erreichen. 

Das nachstehende Schema illustriert in den Hauptziigen den 
Gang der Cholesterindarstellung nach der vergeschlagenen Methode. 


Gehirn (1 kg) 


| 


Y 
Bearbeitung mit fliissiger Luft (4 Liter) bei — 190°, 3 Stunden 


Y 
Erste kalte Acetonextraktion (2,5 Liter), 1 Stunde 


y 
Zweite kalte Acetonextraktion (2,5 Liter), 2 Stunden 





| 


Y Y 
Gehirnmasse vereinigte Acetonfraktionen 
(Erschépfende heiBe Extraktion Vakuumdestillation des Lésungsmittels 


mit Soxhlet) | 
Y 
Cholesterin, Schmelzp. 147,0—147,5° 
Ausbeute etwa 83 °/,. 


Ks ist notwendig, zu bemerken, da8 in Anbetracht der physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften des Cholesterins die beschriebene 
kryogene Darstellungsmethode als sehr schonendes Verfahren 
bezeichnet werden mu8. Die Bearbeitung des Materials wihrend 
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aller Phasen der Methode geschieht in der Kalte und schiitzt die 
Lipoide und vor allem die Sterine und Phosphatide vor eventueller 
Hitzezersetzung (Rewald), Andererseits wird bei der Gewinnung 
der Sterine viel Zeit und Arbeit erspart. 


Beschreibung der Versuche. 


1 kg frisches Schweinegehirn, welches sorgfiltig yon seinen Mem- 
branen befreit wird, wurde mit Hilfe einer ,,Latapie“ zerkleinert und der 
gewonnene Gehirnbrei in einem Porzellanmérser innerhalb 3—4 Stunden 
portionsweise mit insgesamt dem 4,5 fachen Volumen fliissiger Luft bearbeitet. 
Das so gewonnene feuchte Gehirnpulver wurde sofort in einen Kolben iiber- 
fihrt und mit 2'/, Litern wasserfreien Acetons in einem Schiittelapparat bei 
Zimmertemperatur 1 Stunde lang extrahiert. Sodann wurde an der Nutsche 
abfiltriert, das Gehirnpulver im gleichen Kolben wiederum mit 2'/, Litern 
Aceton bei Zimmertemperatur innerhalb 2 Stunden geschiittelt. Dann wurde 
abfiltriert, einmal mit frischem Aceton am Filter gewaschen und nun das 
(tehirnpuiver mittels Durchsaugen trockener Luft getrocknet. Die vereinigten 
Filtrate ergaben beim Eindampfen im Vakuum ein Rohprodukt, das durch 
einmalige Umkrystallisation aus Alkohol:Ather reines Cholesterin vom 
Schmelzp. 147,0—147,5° lieferte. Ausbeute 80—86°/, des wirklich vorhandenen 
Cholesteringehalts (Kontrollbestimmungen nach Frinkel-Windaus). Das 
am Filter gebliebene Gehirnpulver wurde im Exsiccator véllig getrocknet. 
Nach einer Extraktion mit heiBem Aceton nach den iiblichen Methoden 
gelang es, den Rest des verbliebenen Cholesterins zu isolieren. Dabei aber 
wurden neben dem Cholesterin auch Fett und ein Teil der Phosphatide 
mitgerissen, so da die Trennung des Cholesterins die bekannten Schwierig- 
keiten mit sich brachte. 


Zusammenfassung. 

Ks wurde eine ,,kryogene“ Methode zur schnellen qualitativen 
Darstellung des Cholesterins beschrieben. Die Ausbeute am reinen 
Produkt betrug rund 83°/, des quantitativ ermittelten Gehalts 
und erlaubte, reines Cholesterin vom Schmelzp. 147—148° ohne 
Verseifung oder Verwendung spezieller Fallungsmethoden zu er- 
halten. Die Methode schlieBt die Notwendigkeit einer vorherigen 
Trocknung des Ausgangsmaterials aus und laBt innerhalb 24 Stdn. 
das reine Produkt gewinnen. 














II. Mitteilung: Die Allonucleinséure '). 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mai 1936.) 


Das Nucleoproteid, das sich nach dem Verfahren von Ham- 
marsten aus der Pankreasdriise gewinnen laBt, ist schon hiautig 
Gegenstand der Untersuchung gewesen; es ist besonders die eigen- 
artige Nucleinsaiure, die immer wieder zu Analysen angeregt hat 
und iiber deren Zusammensetzung die Diskussion bis heute noch 
nicht endgiiltig geschlossen ist. Dieses Nucleoproteid muB um 
so mehr zu eingehenden Untersuchungen reizen, als man hier 
durch ein sehr einfaches Verfahren eine Substanz erhalten kann, 
die immer — bis auf geringfiigige Unterschiede — die gleiche 
Zusammensetzung hat. AuBer den Nucleoprotaminen aus den 
Képfen reifer Fischspermien und au8er dem Nucleohiston aus der 
Thymusdriise liBt sich bisher eine solche Substanz aus tierischen 
Organen nicht in gleicher Ausbeute gewinnen. Fiir die eben ge- 
nannten Kérper habe ich schon friiher nachgewiesen, daB sie 
Salze der Thymonucleinsiiure mit basischen EiweiBkorpern 
(Protaminen bzw. Histonen) sind, da8 man sie kiinstlich aus den 
Komponenten wiedergewinnen kann. Diese Untersuchungen waren 
der AnstoB dazu, die Gruppe der sogenannten Proteide oder zu- 
sammengesetzten KiweiBkérper als Salze von KiweiBkérpern mit 
Substanzen sauren Charakters zu definieren. In derselben Weise wie 
die Nucleoproteide Salze von Nucleinsiuren und basischen Eiweib- 
kérpern sind, sind die Chromoproteide Salze des Hamochromogens 
und homologer Kérper mit basischem EiweiB (Globin), die Chondro- 
proteide EiweiBsalze der Chondroitinschwefelsiure. Alle diese 
Substanzen lassen sich aus ihren Komponenten im Reagenzglas 
erhalten. 


') I. Mitteilung: Diese Z. 231, 273 (1935). 


Untersuchungen iiber die Nucleinsiuren der Pankreasdriise, 
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Geht man von ahnlichen Gesichtspunkten aus an die Analyse 
des Hammarstenschen Pankreasproteids, so hat die EiweiB- 
komponente bisher wenig Untersucher gefunden. Das Haupt- 

\ interesse ist der Nucleinséure zugewandt, die in der Tat manche 

driise Kigentiimlichkeit aufweist. Aus dem Pankreasnucleoproteid ist 

von Hammarsten zuerst die Guanylsiure isoliert worden, die 

nach einigem Hin und Her sich als eine einfache Nucleinsaure 

erwies: die Pankreasdriise ist so in ‘hnlicher Weise wie die 

Thymusdriise und die Fischspermien das Ausgangsmaterial fiir 

Nucleinsiureuntersuchungen geworden, um so mehr als auch die 

schon von Hoppe-Seyler aufgefundene Hefenucleinsiiure bei 

niherer Kenntnis enge Beziehungen zu dieser Nucleinsiiure des 
Pankreasproteids aufzuweisen schien. 


lan- © Aber eine endgiiltige Formulierung der Nucleinsiiure ist bis- 
liufig | her noch nicht gelungen. Das ist zum Teil darin begriindet, dab 
igen- | man nicht immer sich an das gleiche und genau charakterisierte 
+ hat  Ausgangsmaterial gehalten hat. Denn die Verhiltnisse in der 
noch —& Pankreasdriise liegen verwickelter als z. B. in der Thymusdriise 
3 um —& und in den Fischspermien; hier kommt im Organ nur ein und 
hier @& dieselbe Nucleinsiure vor, in der Pankreasdriise ist aber neben 
kann, der Nucleinsiure') des Hammarstenschen Proteids noch eine 
eiche & Thymonucleinsiure aufgefunden worden, iiber die ich erst kiirzlich 
den berichtet habe. Geht man also von einem anderen Material aus 
sder ™@ als dem Hammarstenproteid, so ist man nicht sicher, ob man 
chen nicht auch die Thymonucleinsiure mit in das zu analysierende 
1 gee [F Material hineinbekommt und die Resultate kénnen kein klares 
} sie — Bild ergeben. Dabei lasse ich es dahingestellt, ob unsere Kennt- 
pern fF uisse von den Nucleinsiuren der Pankreasdriise schon mit diesen 
den beiden Vertretern abgeschlossen sind oder ob nicht noch andere 
aren (& vorkommen kénnen. 
> 7u- Um einen ungefihren Anhalt iiber die Beschaffenheit der 
mit — -Allonucleinsiure zu erhalten, habe ich schon friiher die Mengen 
p wie Guanin und Adenin bestimmen lassen, die man bei der volligen 
veib- Aufspaltung des Nucleoproteids mit siedender Séure erhalt. Von 
gens — Knopf?) wurde damals gefunden, daB man auf diese Weise aus 
dro- 100 g Proteid 6,5 g Guanin und 0,75 g Adenin erhalten kann. 
liese — Nimmt man dazu, da8 man aus 100g Proteid 10—12 g saures 
glas guanylsaures Kalium erhilt, so ergibt eine einfache Rechnung, 


1) Die Nucleinsidure wird im folgenden als ,, Allonucleinsiiure“ bezeichnet. 
?) Diese Z. 89, 170 (1913). 
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daB vom Guanin ein Rest von rund 3 g verbleibt, der als einfache 
Nucleinsiure fester gebunden sein mu’. Um diese Zahlen zy 
stiitzen und ihnen eine breitere Grundlage zu geben, habe ich 
noch einmal von Herrn Bernardt (Stellenbosch) solche Spaltunger 
durchfiihren lassen. Nach den oft beschriebenen Methoden ver. 
arbeitet, wurden in zwei Spaltungen erhalten: 5,72°/, und 6,48") 
Guanin und daneben 1,49°/, und 1,67°/, Adenin. In weiteren 
Spaltungen wurde zuerst durch alkalische Hydrolyse die Guanyl- 
siure entfernt und dann im Filtrat durch Saiurehydrolyse Guanin 
und Adenin bestimmt. So wurden erhalten 7,05°/,, 10,2°/, und 


109 
11,3°/, saures guanylsaures Natrium und entsprechend 3,00°).. 
3,07°/, und 2,18°/, Restguanin; ferner 1,5°/,, 1,6°/, und 1,44°), 


Adenin, Zweifellos ist die von Knopf angegebene Zahl fiir die 
Ausbeute an Adenin zu niedrig gewesen und es geht weiter aus 
diesen Zahlen hervor, daB sich nicht alles Guanin auf die iibliche 
Weise als Guanylsiure aus dem Proteid gewinnen 1aBt. 


Ks wurde nun untersucht, inwieweit die alkalische Hydrolyse 
eine quantitative Ausbeute an Guanylsiure liefert. Als Ausgangs- 
material wurde hefenucleinsaures Natrium (Boehringer) benutzt, 
das 12,64°/, N und 7,24°/, P enthielt (P:N = 1:1,75). Es wurde 
zuerst in Anteilen von je 50g nach der Hydrolyse die Guany!- 
siure als tertiires Natriumsalz abgeschieden, dann wurden die 
iibrigen einfachen Nucleinsiuren durch Fallung mit Bleiacetat 
niedergeschlagen und das entbleite Filtrat auf seinen N- und 
P-Gehalt untersucht. Dabei wurden folgende Resultate erhalten: 


In 50 g hefenucleinsaurem Natrium sind enthalten 6,32 g N. 


Ausbeuten an tertiirem guanylsaurem Natrium: 1. 7,23 g = 1,18 g N: 
2. 6,80 g = 1,11 g N; 3. 564g = 0,92 g N. 

Im Bleiniederschlag nach der Zersetzung mit H,S sind gefunden: 
1. 3,89 g N; 2. 3,52 g N; 3. 3,58 ¢N. 

Im Filtrat vom Bleiniederschlag sind noch: 1. 0,63 g N; 2. 0,77 g N: 
3. 0,62 g N. 

Es ist also bei den Operationen ein Verlust von 1,12; 0,72 und 1,20 g N 
eingetreten. Aus dem Bleiniederschlag konnten nur unwesentliche Mengen 
yon Guanylsiure isoliert werden, die rechnerisch nicht mehr ins Gewicht 
fielen. Eine Wiederholung des Versuches an einem neuen Priiparat von 
hefenucleinsaurem Natrium ergab etwa die gleichen Zahlen, nur ge- 
ringere Verluste an N. Der Grund fiir ein solches Verhalten wird darin 
zu suchen sein, daB die frischen Priiparate sich sehr viel leichter mit Alkali 
aufspalten lassen als dltere. Das Priiparat enthielt 12,96°/, N und 7,38°/, P 
re: N =1: 1,756). 
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In 50 g Ausgangsmaterial N P 
enthalten: 6,48 g 3,69 g 
ae 1. 6,74 g = 1,10 g | 0,49g (P: N = 1: 2,245) 
I. Als Guanyls. Na isoliert 2. 6.07 ee 0,99 g 0,39 oie: Nm 1: 253) 
II. ImBleiniederschlag nach :. 4,41 ¢ | 2,54¢ 
der Zersetzung mit H,S 2. 4,63 g | 2,74 ¢ 
(Jl. Im Filtrat vom Blei- 1. 0,29 g | 0,185 g 
niederschlag .... . 2. 0,32 g | 0,042 ¢g 








Hier betrigt also der Verlust nur 0,68 und 0,54 g N bez. 0,48 und 0,50 g P. 


Aus diesen Versuchen geht eindeutig hervor, daf man aus 
dem Molekiil der Hefenucleinsiure durch alkalische Hydrolyse die 
Guanylsiure vollkommen abspalten kann und daB die Léslichkeit 
des tertiiren guanylsauren Natriums nicht so groB ist, als daf 
durch sie die Ausbeuten wesentlich beeinflu8t werden kénnen. 
Ks geht aus den Versuchen noch ein weiteres hervor: die Léslich- 
keit der Bleisalze der anderen einfachen Nucleinsiuren, aus denen 
das Molekiil der Hefenucleinsiiure besteht, ist in der Natrium- 
acetatlésung nur gering, jedenfalls bezieht sich die Léslichkeit 
nicht auf die Uracylsiiure allein, wie gelegentlich gemeint*) worden 
ist. Das geht schon aus dem P-Gehalt des Bleifiltrates hervor, 
der unter giinstigen Bedingungen fast véllig zum Verschwinden 
vebracht werden kann. Berechnet man die Menge Uracylsiure, 
die dem P-Gehalt des Bleifiltrates entsprechen wiirde, so erhilt 
man etwa 1—2g; nach der Leveneschen Formel z. B. miiBte 
man aber rund 12 g erwarten. 

Ubertrigt man diese Ergebnisse auf die Verhiiltnisse im 
Pankreasproteid, so muB man zu dem SchluB kommen, daB in 
der Tat in der Allonucleinsiure ein Teil der Guanylsiure ('/,) 
durch alkalische Hydrolyse leicht abspaltbar ist, wihrend die 
andere Hilfte fester mit anderen einfachen Nucleinsiuren ver- 
bunden ist. Die weitere Verfolgung dieser Verhiltnisse konnte 
aber nicht mehr an dem Proteid untersucht werden, weil die 
KiweiBkomponente dauernd die Analysen gestért hatte, sondern 
dazu muBte die Reindarstellung der Allonucleinsiure selbst ver- 
sucht werden. 

Um die Darstellung der Pankreasnucleinsiuren haben sich 
besonders KE. Hammarsten und E. Jorpes’) bemiiht, letzterer 


1) Calvery and Jones, J. of Biol. Chem. 73, 73 (1927). Vgl. auch 
Hagenguth, Diese Z. 239, 127 (1936). 
*) Acta med. Scand. 68, 525 (1928). 
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indem er wieder auf die Bariumverbindung der Nucleinsiure zu- 
riickgekommen ist, die schon von Kossel und Neumann bej 
ihren ersten Untersuchungen iiber die Thymonucleinsaure benutzt 
worden ist. Nun war freilich das Ausgangsmaterial von Jorpes 
ein anderes als meines, so daB die Resultate nicht ohne weiteres 
miteinander vergleichbar sind. In dem Hammarstenproteid ist 
sicher keine Thymonucleinsiure vorhanden — es 1aBt sich das 
leicht durch die Farbenreaktionen') nachweisen und die Ver- 
haltnisse sind einfacher, wenn man das Hammarstenproteid als 
Ausgangsmaterial benutzt, und nicht Extrakte der ganzen Driise, 

Ich habe also Hammarstenproteid in Anteilen von 50 oder 
100 g in Wasser gelést, von einer geringen Menge unldslichen Ki- 
weiBes klar abzentrifugiert und bei einer Reaktion von p,, = 6,6 
mit Bariumacetatlésung ausgefillt. Die Ausbeute an Barium- 
salz (I) betrug 56 g, 58 g und 62 g und 57 g auf 100 g Ausgangs- 
material. Aus den Filtraten lieBen sich noch geringe Mengen 
eines weiteren Niederschlages (II) gewinnen, die im Durchschnitt 
7—8 g auf 100 g betrugen. 

Die Analysen des Bariumsalzes I ergaben fiir die trockene Substanz: 
N = 13,88°/,; P = 5,429); P:N = 1: 2,469; Ba = 18,98%,. 

Das Bariumsalz II ergab: N = 11,62°/,; P = 6,009/,; P: N = 1:1,936. 

Rechnerisch erhilt man etwa 80°/, des Phosphorgehaltes des Proteides 
in Form von Bariumsalz wieder; man kann aber wohl”annehmen, daB in 
Wirklichkeit neben der mit Barium auszufillenden Nucleinsiure keine 
andere im Proteid vorkommt, daB die Verluste an Ausbeute auf einer ge- 
ringen Léslichkeit der Bariumsalze beruhen. 

Die Bariumsalze saimtlicher Darstellungen gaben nur noch 
sehr schwache Biuretreaktion; es schien mir aber doch fiir die 
weitere Analyse dieser Nucleinsiure wiinschenswert ein anderes 
Salz als Ausgangsmaterial fiir Spaltungen zu benutzen, denn der 
Bariumgehalt hitte sich sowohl bei der Salpetersaiurespaltung 
wie bei der Schwefelsiurespaltung stérend bemerkbar gemacht. 
Nach meinen Erfahrungen bei der Thymonucleinsiure erschien 
mir das Kupfersalz am geeignetsten zu sein. Deshalb sollte nun 
aus dem Bariumsalz das Barium mit der berechneten Menge 
Schwefelsiure entfernt und dann in neutraler Lésung mit Kupfer- 
acetat das Kupfersalz ausgefallt werden. Dabei zeigten sich 
einige Schwierigkeiten: lést man das Bariumsalz (100 g) in Wasser 
unter vorsichtigem Zusatz der gerade zur Lésung erforderlichen 
Menge Natronlauge, so dauert das etwa 2—3 Stunden; macht man 





1) Diese Z. 281, 277 (1935). 
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jetzt mit Essigsiure neutral, so erhilt man einen Niederschlag, 
der sich als Guanylsiure erweist. Man kann also nur jedesmal 


| kleinere Mengen in Arbeit nehmen, wenn man keine zersetzten 
| Produkte erhalten will. Am zweckmiBigsten erwies es sich, jedes- 
mal mit etwa 10g zu arbeiten; diese lésen sich bei 0° in 


7 Minuten auf, neutralisiert man jetzt, so fiallt kein Niederschlag 
aus und man kann mit Schwefelsiiure das Barium entfernen. 


| Dabei zeigt sich wieder eine Erscheinung, die beim Arbeiten mit 


nucleinsdure-haltigem Material schon oft beobachtet wurde, daf 
die nach dem Bariumgehalt berechnete Menge Schwefelsiaure nicht 
ausreicht, um bariumfreie Lésungen zu bekommen. Man mub 
immer einen gewissen Uberschu8 an Schwefelsiure haben, um 
Filtrate zu erhalten, die bariumfrei sind. Nun kann es aber vor- 
kommen, daB in der jetzt mineralsauer werdenden Lésung ein 
Teil der Nucleinsiiure (P: N = 1: 2,141) ausfallt, der natiirlich schwer 
aus dem Bariumsulfatniederschlage wieder herauszubekommen ist. 
Hat man aber alle Operationen tadellos erledigt, dann stellt man 
das p,, wieder auf 6,6 ein und fallt nun mit gesattigter Kupfer- 
acetatlésung die Allonucleinsiure aus. Sie wird mit Wasser ge- 
waschen, mit Alkohol getrocknet und stellt dann ein feines, stiuben- 
des, graugriines Pulver dar, das im Durchschnitt der Analysen 
10,45°/, N; 5,50°/, P und 18,77°/, Cu enthalt. P:N = 1:1,902. 
Das Verhiltnis entspricht ungefihr dem des Bariumsalzes II. 
Weniger gut gelungene Praparate ergaben ein Verhiltnis P:N 
= 1:2,158; 1:2,126; 1: 2,066. 

Die quantitative Aufspaltung dieses Kupfersalzes bietet die- 
selben Schwierigkeiten wie die Aufspaltung der Hefenucleinsiure. 
Versucht man mit Salpetersiure die Nucleinbasen als Nitrate zu 
gewinnen, so verlauft der ProzeB ebenso wie bei der Hefenuclein- 
siure sehr langsam; man ist also nicht sicher vor sekundiren 
Oxydationen. Auch die neuerdings von Levene und Jorpes’) 
vorgeschlagene Spaltung mit Salzsiure in alkoholischer Lisung 
liefert keine befriedigenden Resultate, wie ich schon 1914 ge- 
legentlich festgestellt habe. Damals habe ich von einer Ver- 
iffentlichung abgesehen, weil die Methode gegeniiber der Salpeter- 
siiuremethode keine Vorteile bietet. Die Nucleinbasen sind eben 
in der Hefenucleinsiiure und in der Allonucleinsiure sehr viel 
‘ester gebunden als in der Thymonucleinsiiure, aus der sie mit 
Leichtigkeit abgespalten werden kénnen. Die totale Spaltung mit 


1) J. of Biol. Chem. 86, 389 (1930). 
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siedender Schwefelsiure ist umstiindlich und mit Verlusten ay & Fas 
Guanin und Adenin verbunden, wie sich bei der Spaltung der & H 


Thymonucleinsiure gezeigt hat. Nun ist aber von Jones?) und & ke’ 
seinen Mitarbeitern vor einer Reihe von Jahren einmal die frak- & Re 
tionierte Krystallisation der Brucinsalze der einfachen Nuclein. § — 


siuren nach alkalischer Hydrolyse fiir die Hefenucleinsiiure vor- 
geschlagen worden. Die mit der Methode erhaltenen Resultate 
sind, jedenfalls was die qualitative Ausbeute anbelangt, nach den 
Veroffentlichungen zu urteilen ganz befriedigend. Ich wollte also 
diese Methode auch auf die Allonucleinsiure anwenden, habe aber : 
nicht sofort das kostbare Material des allonucleinsauren Kupfers — 3 
verarbeitet, sondern hefenucleinsaures Natrium als Ausgangs- 
material benutzt, um mich vorerst von der Brauchbarkeit der 
Methode zu iiberzeugen. Die Resultate entsprachen nun keines- 


wegs den Angaben von Jones: im ganzen wurden 500 g hefe- & y, 
nucleinsauren Natriums aufgearbeitet, indem genau die einfachen & },, 
Vorschriften von Jones befolgt wurden. Ie 


Die Brucinsalze sollen 9 mal aus 35°/, Alkohol umkrystallisiert BS; 
werden, es soll sich dann in der 1.—5. Fraktion hauptsichlich J B: 


Adenylsiiure, in der 6.—9. Fraktion fast reine Cytosylsiure finden. J se 
Bei mir ergab die 1.—5. Fraktion 4,4 g reine Adenylsiiure vom Al 
Schmelzp. 195° (keine Murexidprobe), in der 6.—9. Fraktion Ni 
(Cytosylsiiurefraktion) fanden sich noch 3,5 g reine Adenylsiure & fii 


(Schmelzp. 195°, N = 19,32 und 19,13°/,, keine Murexidprobe, J N 
[a] = + 40,97). Die Mutterlaugen von der 6.—9. Fraktion, deren K 
Aufarbeitung in der Mitteilung von Jones nicht angegeben worden al 
ist, lieferten noch 3,2 g reine Adenylsiiure (Schmelzp. 195°, N=19,30 & 1 
und 19,35°/,). Die Mutterlaugen dieser drei Krystallisationen, A 


vereint mit den Mutterlaugen von 1—5 lieferten noch eine Kry- N 

stallisation von 14g vom Schmelzp. 214° mit 14,71 und 15,47°/, N 

und 8,93°/,; 8,70°/, P, also ein Gemenge, das nach seiner Zu- M 

sammensetzung noch viel Adenylsiiure enthalten muBte. a 
Berechnet fiir Adenylsiiure + 1 Mol. Krystallwasser: , a 


C1oH,,0,N,P ae H,O 19,18 °/, N. 


M 
Von Lindner?) ist mitgeteilt worden, daB die Adenylsiure aus 
dem Pankreasproteid, also das Spaltungsprodukt der Allonuclein- G 
siure, dem Typus der h-Siuren angehért. Das ist in der Tat der A 





1) Jones u. Perkins, J. of Biol. Chem. 62, 557 (1924). 
*) Diese Z. 218, 12 (1933). 
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Fall. Ich habe noch einmal die Pentosenbestimmung nach 
| Hoffman ausgefiihrt, mit der sich am sichersten die Zugehérig- 
'keit zu der t- oder h-Gruppe feststellen l4Bt und dabei folgende 
 Resultate erhalten: 











Furfurol Wiedergefunden 
i ios in Prozenten 
ber. | gef. der verlangten 
in %/) | in Ausbeute 
———— - _— l — 
. Guanylsaures Natrium') ... . 22,38 | 15,91 71,06 
| 2g, h-Adenylsiiure') ........ 27,65 | 21,14 76,46 
| 3, t-Adenylsiure’) ........ 27,65 | 4,35 15,73 
: a ree . | 16,06 57,80 
{, Adenylsiiure aus Allonucleinsiure 27,65 | 18,83 68.09 


Die Cytosylsiure aus der Allonucleinsiure, fiir die ein 


Furfurolgehalt von 29,70°/, berechnet ist, lieferte bei der Destil- 
| lation unter den gleichen Bedingungen iiberhaupt kein Furfurol. 


Ich habe nach diesen Ergebnissen davon Abstand genommen die 
Spaltungsprodukte des allonucleinsauren Kupfers mit Hilfe der 
Brucinsalze aufzuteilen, und ich muB die genaue Zusammen- 


} setzung dieses Kupfersalzes bis auf weiteres offen lassen. Die 


Allonucleinsiiure ist ohne Zweifel aus einer Reihe einfacher 
Nucleinsiuren zusammengesetzt, denn die prozentualen Zahlen 


| fir Cu, N und P entsprechen etwa den Zahlen fiir einfache 


Nucleinsiuren, wie sie Izumi?) gefunden hat. Er fand fir ein 
Kupfersalz der Guanylsiure, das aus neutraler Lésung gefiallt, 
aber nicht bis zur Gewichtskonstanz getrocknet worden war: 
11,48°/,N; 5,039/,P; 16,65°/, Cu. N:Cu=1:1,360; P:Cu=1:1,312. 
Adenylsaures Kupfer ergab: 12,95°/, N; 6,11°/, P; 18,28°/, Cu. 
N:Cu = 1:1,47; P:Cu = 1:3,07. 

Die einfachen Nucleinsiuren haben alle fast das_ gleiche 
Molekulargewicht; sowohl die prozentische Zusammensetzung wie 
auch die Verhiltniszahlen sind fast dieselben. Ks ist deshalb 
auch durch die Bestimmung dieser Gré8en nicht méglich fest- 
zustellen, wieviele der einfachen Nucleinsiuren in einem gréBeren 
Molekularverband vorkommen. 

Was sich heute mit einiger Sicherheit sagem laBt, ist die 
GréBe des Anteils der Guanylsiure und der Adenylsiure am 
Aufbau des Molekiils der Allonucleinsiure. Das Verhiltnis von 


1) Vgl. auch diese Z. 200, 82 (1931); 216, 77 (1933). 
*) Diese Z. 140, 80 (1924). 











92 Steudel, Untersuchungen iiber die Nucleinsiuren der Pankreasdriise. 


Guanin zu Adenin ist, da die Molekulargewichte nur wenig von- 
einander verschieden sind, gleich 6:1,5 oder wie 4:1 gefunden 
worden. Es kommt also auch auf 4 Mol. Guanylsdiure 1 Mol, 
Adenylsaiure; das ergibt fiir das Molekiil der Allonucleinsiiure 
schon 5 einfache Nucleinsiiuren als Konstituenten. Ferner findet 
man bei der alkalischen Hydrolyse des allonucleinsauren Kupfers, 
die in einer spateren Mitteilung genauer beschrieben werden soll. 
in den Mutterlaugen der Adenylsiure Cytosylsiure, so daB zu den 
5 Konstituenten mindestens noch ein sechstes Glied kommt. Die 
Uracylsiure ist wegen ihrer grofen Léslichkeit am schwersten zu 
erhalten — sollte sie auch noch unter den Spaltstiicken auf. 
gefunden werden, so wiirde sich die Zahl der Konstituenten noch 
um eins vermehren. Die Ahnlichkeit mit der Hefenucleinsiure 
ist ganz auffallend, es bleibt aber der merkwiirdige Unterschied 
in dem Bestand an Guanylsiure aufzukliren, der zwischen den 
beiden Nucleinsiuren besteht. Ferner fehlt eine Erklarung dafiir, 
da8 ein Teil der Guanylsiure sich aus der Allonucleinsiure 
leichter als tertiaéres Salz gewinnen lift als der andere. Bei der 
Hefenucleinsaure nimmt die Spaltbarkeit durch alkalische Hydrolyse 
mit der Zeit ab, so daB alte Priparate sich sehr viel schwerer 
aufteilen lassen als frische; bei der Allonucleinsiiure ist mir ein 
solches Verhalten bisher noch nicht aufgefallen, so daB eine solche 
Erklarung wohl nicht in Frage kommt. Hier kann nur eine ge- 
duldige, zielbewuBte Verfolgung der quantitativen Verhiltnisse 
weiterfiihren. Aber die quantitative Bestimmung sowohl der unter 
sich so ihnlichen Nucleinbasen wie der Nucleinsduren ist schwierig 
und bereitet selbst einem erfahrenen Untersucher immer wieder 
Uberraschungen. 


Frl. I. Feick danke ich auch an dieser Stelle fiir die un- 
ermiidliche Mitarbeit und Hilfe, die sie mir bei diesen Unter- 
suchungen geleistet hat. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensauren. 
LV. Mitteilung. 


Uber die schwachen, in der Rindergalle enthaltenen Sauren. 


Von 


Heinrich Wieland und Giinter Hanke’). 


' (Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen. ) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mai 1936.) 


Von den typischen Saiuren der Rindergalle, die sich von der 


| Cholansiure C,,H,,0, ableiten, weicht die vor einigen Jahren von 
| Wieland und Kishi aufgefundene Sterocholsiure?’) von der 
| wabrscheinlichen Zusammensetzung C,,H,,O, grundsitzlich ab. 
| Die Fortsetzung der systematischen Untersuchung der Bestandteile 
‘der Rindergalle haf uns erlaubt, aus dem Gemisch der ganz 
| schwachen Siuren eine noch nicht bekannte Saure in reiner 


krystallisierter Form abzutrennen, die ebenfalls einem andern Typ 
als dem der Cholansiure angehért. Sie ist von O. Dorrer®*) in 


F uicht ganz einheitlicher Form und nicht in krystallisiertem Zustand 


gewonnen worden und in dessen Dissertation kurz erwahnt. 
Als Ausgangsmaterial diente uns die Fraktion der Fettsiiuren und 
schwachen Siuren, die bei der Verarbeitung von 10 Tonnen frischer 


| Rindergalle‘) anfielen. Die Hauptmenge der Fettsiuren wurde mit 
' Petrolither entfernt; was iibrig blieb wurde aus atherischer Lisung 
mit n/5-Natronlauge in Fraktionen herausgeholt. Bis zum Um- 
' schlag von Phenolphthalein sind es im wesentlichen noch Fett- 


siuren. Erst jetzt erhailt man mit stiirkerer Lauge die schwichsten 


| Siuren als Natriumsalze, die teils gelést bleiben, teils milchig 
' oder als dunkle Schmieren sich abscheiden. Die freien Siuren 


bilden in dieser Phase ein dunkles schmieriges Gemisch, dem 
immer noch Fettsiiuren anhaften. Die sehr miihevolle Reinigung 
wird weiter unten beschrieben. Hier sei nur erwihnt, daB von 
einer gewissen Reinheitsstufe aus das krystallisierte Kaliumsalz 
der Séure zu erhalten war. Die Siure selbst war erst iiber ihr 


1) Dissertation Miinchen 1936. 2) Diese Z. 214, 47 (1933). 
5) Dissertation Miinchen 1932 (gedruckt). 
*) Vgl. dazu Diese Z. 214, 50 (1933), Anmerkung. 
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Bromierungsprodukt zur Kristallisation zu bringen. Die Analysen. 
zahlen der Saiure, des Bromderivats sowie des gut krystallisiertey 
Hsters fiihren zur Formel C,,H,,O,. Demnach handelt es sich 
auch hier nicht um ein Derivat der Cholansiure. 

Die auBerst schwache Siurenatur der Verbindung hatte an. 
fangs zu vermuten veranlaBt, es liege ein Phenol vor. Diese 
Vermutung schien bestitigt durch die Nichtverseifbarkeit des mit 
Diazomethan dargestellten Esters. Aber die Aufnahme des Ab. 
sorptionsspektrums, in dem die Benzolbanden fehlten, war damit 
nicht in Einklang zu bringen. 

Beim Studium der Chinovasiure!) hatte man die Bekannt. 
schaft mit Carbonsiiuren von ungemein geringer Aciditait gemaclit, 
und damit war eine geeignete Parallele gefunden, die man zur 
Diskussion der neuen Siure aus Rindergalle heranziehen konnte. 
In der Tat ergab der Vergleich mit dem Decarboxylierungsprodukt 
der zweibasischen Chinovasiiure, mit der Brenzchinovasiure 
C,,H,,0,, daB nicht nur in der Zusammensetzung Identitat besteht, 
sondern daB auch die EKigenschaften der beiden Saéuren und ihrer 
Derivate weitgehend iibereinstimmen. Nicht derart freilich, da 
die Saiure aus Galle mit Brenzchinovasiure identisch ware, aber 
doch so weit, daB man die beiden Siduren als einander nahe- 
stehende Verbindungen ansprechen kann. 

Die Ubereinstimmung kommt am stiirksten zum Ausdruck in 
der Reaktionsweise beider Siuren mit Brom. Brenzchinovasiiure 
wird durch Brom in ein Bromlacton C,,H,.O,Br umgewandelt 
gemiB dem Schema: 


ee, Pili "<i ti 

‘cO,H | Bn ‘co,H| -#8Br | CO 

| | — > \ 

/ , | Br iy Br 
r 


Diese Reaktionsweise mit Brom ist von A. Winterstein als 
charakteristisch fiir die Sapogenine wie Hederagenin, Oleanolsiure 
u. a. erkannt worden, und sie ist auch der neuen Siure aus 
Rindergalle eigentiimlich. Wenn man aus derartigen Bromlactonen 
das Brom durch Zink und Eisessig entfernt, wird die urspriingliche 
Saure zuriickgebildet, was auch hier der Fall ist. 

Ferner teilt die neue Siure, die wir wegen ihrer Ahnlichkeit 
mit den Sapogeninen Rapooholabure nennen wollen, mit Brenz- 

chinovasaure die Unléslichkeit der Alkalisalze in Wasser und die 


1 Testa Mitteilung: Liebigs Ann. 522, 191 (1936). 
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: schwere Verseifbarkeit des Esters. Es ist sicher, daB die Sapochol- 
'siiure den Sapogeninen sehr nahe steht; auf die Formel C,,H,,0, 


mochten wir uns aber bei der Schwierigkeit, hier zwischen ein- 


‘fachen Homologen (C,,H,,0O, oder C,,H,,O,) analytisch scharf zu 
 unterscheiden, nicht festlegen. Es laBt sich auch nichts dariiber 
'aussagen, ob zwischen der neu aufgefundenen Siure und den 


typischen Gallensiuren genetische Beziehungen bestehen. An sich 


‘ist ein chemischer Zusammenhang zwischen den Sapogeninen und 
den Abkémmlingen des Atiocholans (Gallensiuren, Sterine usw.) 
'neuerdings sehr wahrscheinlich geworden. Auf der anderen Seite 
-muB man auch damit rechnen, daB die Sapocholsiure als Bestand- 


teil der Nahrung in der Galle gesammelt und wieder ausgeschieden 


‘wird. In diesem Fall ware zu erwarten, daB man ihr bei der 


weiteren Erforschung der Sapogenine begegnen wird. 
Die Sapocholsiure bildet nur einen kleinen Bestandteil der 


| sehr schwachen, in der Rindergalle enthaltenen Sauren. Ks ist schon 


triher, bald nachdem die Untersuchung der Gallensiuren im hiesigen 


| Laboratorium aufgenommen worden war, bei der Verarbeitung 


von etwa 100 Liter frischer Rindergalle in der Fraktion der sehr 


schwachen Sauren eine krystallisierte Siure vom Schmelzp. > 250° 


isoliert worden, die ein krystallisiertes Natriumsalz bildet und die 
durch eine besonders prichtige Liebermannreaktion (purpur, dann 
blaun mit gelbgriiner Fluorescenz, schlieBlich griin) ausgezeichnet 
ist. Von dieser Saiure ist spiter, in der Dissertation von G. zum 
Tobel (Freiburg 1925, S. 27) die Rede, dann hat sie W. Meiser’) 
ausfiihrlicher behandelt. Aber man hat diese Saure bisher noch 
nicht rein darstellen kénnen, wahrscheinlich deshalb nicht, weil 
sie mit der Sapocholsiure vergesellschaftet ist. In dem Material, 
das wir verarbeitet haben, war — aus unerklirlichen Griinden — 
nur sehr wenig von dieser ,,Meiserschen Saure“ enthalten. 

Wir méchten die Saure aber doch kurz charakterisieren, 
weil wir sie fiir einen bemerkenswerten Bestandteil der Rinder- 
valle halten und weil wir glauben, da sie der Sapocholsiure 
nahe steht. Sie liefert namlich wie diese einen nicht verseifbaren 
Methylester, der die gleiche Farbreaktion wie die Siure zeigt. 
Ferner reagiert sie wie jene mit Brom und scheint dabei auch 
ein Bromlacton zu geben. 

Diese Hinweise mégen spateren Bearbeitern zur Richtschnur 
dienen. 

1) Dissertation Miinchen 1930; vgl. auch F. von Werder, Dissertation 
Miinchen 1927, S. 17, sowie Diese Z. 148, 233 (1925). 











Heinrich Wieland und Ginter Hanke, 


Die Abtrennung der schwachen Sduren. 


Aus den im Betrieb der C. H. Boehringer Sohn A.-G. in 
Nieder-Ingelheim auf unseren Wunsch aufgeteilten Gallensiuren 
aus 10 Tonnen Rindergalle standen die Anteile zur Verfiigung, 
die hauptsichlich aus Seifen und allem was noch schwicheren 
Sauren angehérte, bestanden; auch von den stiirkeren Sauren war 
eine geringe Menge (als Na-Salze) darin enthalten. Es war eine 
hellbraune, schmierige Masse von rund 50°/, Trockengewicht. 

Um die Hauptmenge der Fettsiuren zu entfernen, wurden 


jeweils 500g dieses Materials in groBen Scheidetrichtern unter§ 


4-5 Liter Petrolither (830—45°) mit allmihlich zugefiigter ver. 


diinnter Salzsiure kriftig durchgeschiittelt, wobei die Fettsiuren § 


im wesentlichen in Lisung gingen. Die Gallensiuren werden als 
schmierige Harze ausgeschieden, nach Abtrennung der Petrol- 
itherschicht wieder in verdiinntem Ammoniak gelést und abermals 
unter Petrolither unter tiichtigem Schiitteln angesiuert. Es ist 
nicht zu vermeiden, da8 — insbesondere bei der ersten Ope- 


ration — auch Gallensiuren von den Fettsiuren in den Petrol-f 


ither hineingenommen werden. Eine geeignete Methode, sie zu 
erfassen, fehlt uns noch. Die in Petrolather unléslichen Anteile 
bringt man nach dieser Vorreinigung, am besten iiber die Lésung 


in verdiinntem Ammoniak, in Ather und schiittelt sie nun mit} 
n/5-Natronlauge, die man in Portionen zur Anwendung bringt, | 


aus. So werden zuerst noch Reste von den bekannten Gallen- 
siuren aus der Atherlésung herausgeholt, dann kommt noch zien- 
lich viel von Fettsiuren, die durch ihre Seifenbildung héchst un- 
angenehme Emulsionen verursachen. Bei der Priifung der ein- 


ander folgenden Ausschiittelungen erreicht man dann den Punkt, | 


bei dem Phenolphthaleinpapier gerétet wird und die Fettsiuren 
beseitigt sind. Jetzt geht man zu 2n-NaOH iiber und setzt das 


Ausschiitteln in Anteilen so lange fort, als Proben des alkali- | 
schen Extrakts beim Ansiuern noch getriibt werden. Wenn dies | 


nicht mehr der Fall ist, schlieSt man das Verfahren ab’). 





1) Bei weiterem Ausschiitteln mit 2n-Lauge wird in sehr geringer | 


Menge ein prachtvoll blauviolett fluorescierender Stoff in der fast farblosen 
wiBrigen Phase wahrgenommen. Dieser Stoff scheint neutral zu sein, da 
er hauptsichlich im Ather auftritt; er kommt auch hier erst zum Vor- 
schein, nachdem die dunkeln Begleitstoffe durch das Alkali entfernt sind. 
Diese fluorescierende Substanz ist hier stets bei der durchgreifenden Ver- 
arbeitung von Rindergalle an derselben Stelle des Arbeitsganges an- 
getroffen worden; sie gehért also zu den integrierenden Bestandteilen der 


Rindergalle. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensiuren. LY. 


Die einzelnen Ausziige werden jeweils mit frischem Ather 


yon mitgegangenen neutralen Anteilen befreit. Dann kocht man 
den gelésten Ather auf dem Wasserbad weg. Beim Stehen 
scheiden sich aus einzelnen Fraktionen im Verlauf von 1 bis 
'2 Tagen meist amorphe Natriumsalze ab; bisweilen krystallisieren 
sie auch, manchmal kommt es auch zu einer milchigen Triibung. 
Die Versuche, nach diesen Erscheinungen zu fraktionieren, haben 
nicht zu dem Ziel gefiihrt, das Gemisch schwacher Siiuren, das 
offenbar vorliegt, zu trennen. Wir haben vorgezogen, die ein- 
‘zelnen Ausschiittelungen zu drei gréBeren Gruppen zu vereinigen, 
‘aus diesen die Siiuren zu fillen und deren Atherlésungen der 
langsamen Verdunstung zu iiberlassen. Dabei wurden zwar nie 
Krystalle erhalten, aber doch eine gewisse Scheidung auf Grund 
der Lislichkeit in Ather erreicht. Die amorph, aber mit hellerer 
Firbung ausgeschiedenen Siuren wurden aus der Hiilse mit ab- 
Die ersten Extrakte waren stark gelb 
cefarbt, nachher ging die Farbe stark zuriick. Aus den fast 
farblosen Atherausziigen scheidet sich dann beim Einengen ein 
fast farbloses, aber amorphes Saiuregemisch aus, das ganz un- 
scharf zwischen 150 und 200° schmilzt. Es zeigt ziemlich starke 
Liebermannreaktion: Carmin, dann Blau mit griiner Fluorescenz. 


ote Es sind aber auBer der Saure, die diese schéne Farbreaktion 
brinct, gibt, und der Sapocholsiiure noch unbekannte Siuren in dem 
O'R ;- 


rallen- } 


Gemisch enthalten. Reinigungsversuche durch Krystallisation 
fihrten nicht weiter, auch nicht solche der Adsorption, die bei 
weniger gut vorgereinigten Priparaten fiir die Beseitigung der 
firbenden Beimengungen zu empfehlen ist. Die Natriumsalze 
der vorliegenden Séuren sind zwar in Wasser schwer léslich, 


der vorgereinigten Siuren mit Natronlauge nicht voneinander 
trennen. 


Dagegen kommt man bei gut vorgereinigten Praparaten 
Man lést die Saéuren in 


Ather und schiitttelt die Atherlésung mit je 5 ccm n/5-Kali- 


ringer 
‘blosen 
in, da 
» Vor- 
t sind. 
a Ver- 


s an- 
on der | 
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lauge aus. Unter diesen Verhiltnissen kommt das Kaliumsalz 
der Sapocholsiure fast rein zur Krystallisation. Die vereinigten 
Krystallisationen werden wieder unter Ather mit verdiinnter 
Salzsiiure zerlegt und die Atherlésung der Siiuren wird erneut 
mit n/5-Kalilauge fraktioniert ausgeschiittelt. Die Kaliumsalz- 
Krystallisationen sind jetzt véllig farblos und sehen ganz ein- 
heitlich aus. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXLI. 
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Heinrich Wieland und Giinter Hanke, 


Reindarstellung der Sapocholsaure. 


Die aus dem so gereinigten Kaliumsalz durch Ather in 
Freiheit gesetzte Saure kommt beim langsamen Eindunsten ihrer 
Atherlésung nur undeutlich krystallin heraus. Auch aus einer 
Kssigesterlésung erhalt man beim langsamen Kinengen keine gut 
ausgebildeten Krystalle. Jedoch bleibt der Schmelzpunkt der Pri. 
parate konstant (198—201°) und auch die gut krystallisiert 
Saure, die aus dem Bromlacton zuriickgewonnen wird (S. 99) 
schmilzt bei dieser Temperatur. Eine geringfiigige Beimengung 
scheint die Krystallisation zu stéren. 


4,248, 4,165 mg Subst.: 12,180, 12,025 mg CO,, 3,87, 3,90 mg H,0. 


Cy oH 0; (442) Ber. C 178,73 H 10,40 
CoH,,0, (456) 9g 18,95 » 10,52 
Gef. ,, 78,2, 78,71  ,, 10,2, 10,58. 


Die zweite C, H-Bestimmung stammt von dem iiber das Bromlacton 
gereinigten Priparat. Die Siiure ist ziemlich schwer léslich in Ather uni 
Essigester, leichter in Aceton, leicht in den Alkoholen. Permanganat wird 
rasch entfirbt (in Eisessig). Fiigt man zur Lésung von etwa 1 mg Sub- 
stanz in 1 ecem Essigsiureanhydrid einen Tropfen konzentrierter Schwefel: 
siure, so tritt schwache Rosafiirbung ein; mit 2 Tropfen Siure wird die 
Farbung etwas intensiver, bleibt aber an Stiirke und Schénheit des Farb- 
tons weit hinter der Liebermannreaktion von Brenzchinovasiure zuriick. 
Mit FeCl, keine Firbung. Lackmuspapier wird nicht merklich gerdtet, 
wogegen diese Reaktion mit schwachen Siuren der Gallensiiurereihe, wi 
Lithocholsiure, sehr deutlich ist. 


Sapocholséure-methylester. Zur Suspension von 100 mf 
Siure in wenig absolutem Ather fiigte man im UberschuB ithe § 


rische Diazomethan-Lésung. Es wurde sofort Stickstoff entwickelt 
Nachdem alle Saure in Liésung gegangen war, lieB man di 
filtrierte Lésung eindunsten, wobei der Ester sofort krystallisierts 
Aus Ather—Petrolither umkrystallisiert farblose Nadeln vou 
Schmelzp. 146° (einige Grade vorher Sintern), Farbreaktion wi: 
bei der Saure. 

4,057 mg Subst. (bei 90° i. V. getr.): 11,700 mg CO,, 3,79 mg H,0. - 
3,593 mg Subst.: 2,48 ccm 0,01943 n-Na,S,O3. 

CyoH,,0, (456) Ber. C 78,95 H 10,52 OCH, 6,8 

Gef. ,, 78,65  ,, 10,45 » 6,98. 


‘ Verseifungsversuch. 50 mg Ester wurden mit einem grofe 
Uberschu8 von 10°/,igem methylalkoholischem Kali mehrere Stunden unte 
RiickfluB gekocht. Durch Wasserzusatz wurde der unveriinderte Este 


(Schmelzp. 140—146°) wieder ausgeschieden. Beim Ansiuern der alkal: 


schen Lésung fiel keine Spur Siure aus. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensiuren. LV. 99 


Bromlacton aus Sapocholsdéure. 90 mg der Sadéure wurden in 
absoluter methylalkoholischer Lésung bei Anwesenheit von 100 mg 
Na-Acetat unter Kiihlung mit Eiswasser mit methylalkoholischer 
Bromlésung versetzt. Das Brom wurde sehr rasch entfarbt, bis 
etwa die einem Mol entsprechende Menge aufgenommen war. Als 
man jetzt mit Wasser anspritzte, kam das Bromlacton krystalli- 
siert zur Ausscheidung. Zur Reinigung wurde die Substanz nach 
dem Trocknen aus Ather—Petrolither umkrystallisiert. Lange, 
seidige Nadeln. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren blieb der 
Schmelzpunkt bei 215—217° konstant. 

4,119 mg Subst.: 10,120 mg CO,, 3,20 mg H,O. 

C,,H,,0,Br (521) Ber. C 66,79 H 8,63 Gef. C 67,01 H 8,69. 

Die bromhaltige Verbindung ist neutral. Wenn man ihre 
iitherische Lésung auch langere Zeit mit 2 n-Natronlauge durch- 
schiittelt, wird von dieser keine Siure aufgenommen. 

Darstellung der krystallisierten Sapocholsdure aus dem Brom- 
lacton. 80 mg Bromlacton wurden in 3,5 ccm Hisessig gelést und 
unter haiufigem Unischiitteln mit 0,4 g Zinkstaub 2 Tage lang in 
Reaktion gebracht. Dann fillte man aus der abgesaugten 
Liésung die entstandene Siure mit Wasser aus, fiihrte sie auf dem 
oben beschriebenen Weg in ihr krystallisiertes Kaliumsalz iiber 
und zerlegte dies wieder wie iiblich. Die Saure erschien jetzt 
aus Aceton in diinnen sechseckigen blattchen, die den Schmelz- 
punkt 201° hatten. Die Analyse ist bereits angegeben. 











Uber das antirachitisch wirksame Bestrahlungsprodukt 
aus 7-Dehydro-cholesterin. 
Von 


A. Windaus, Fr. Schenck und F. v. Werder. 

















(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium in Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1936.) 


Vor einiger Zeit haben A. Windaus, H. Lettré und 
Fr. Schenck iiber die Darstellung des 7-Dehydro-cholesterins 
berichtet?). Dieses neue Sterin hat im Ringe B des Sterinskeletts 
dieselbe Anordnung der Doppelbindungen wie Ergosterin und 
unterscheidet sich von diesem nur dadurch, da’ ihm die Methy]l- 
gruppe an C,, und die Doppelbindung zwischen C,, und C,, fehlt. 
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II %-Dehydro-cholesterin. 


Liebigs Ann. 520, 98 (1935). 
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sondere Bedeutung. Nach langen und miihevollen Versuchen ist 


Uber das antirachitisch wirksame Bestrahlungsprodukt usw. {01 


Wir haben schon damals mitgeteilt, daB das 7-Dehydro- 
cholesterin bei der Ultraviolett-Bestrahlung in ein Produkt von 
hoher antirachitischer Wirksamkeit iibergeht. Inzwischen ist es 
uns gelungen, die neue antirachitisch wirksame Verbindung aus 
dem rohen Bestrahlungsprodukt als krystallisierten 3,5-Dinitro- 
benzoesdureester oder als Allophanat abzuscheiden. Die Krystalli- 
sation des freien Vitamins haben wir noch nicht durchgefiihrt, 
doch zeigt das dlige Verseifungsprodukt des Dinitrobenzoats bei 
der Absorptionsmessung dasselbe charakteristische Maximum bei 
265 mu wie das Vitamin D, (Calciferol). Die physiologische Priifung 
des neuen Vitamins wurde im Werk Elberfeld der I.G. Farben- 
industrie A.-G. und bei der Firma E. Merck- Darmstadt durchgefiihrt; 
sie ergab, daB in 1 mg 24000 internationale Einheiten vorhanden 
sind; Vitamin D, enthalt 40000 internationale Kinheiten in 1 mg. 

Dem neuen Vitamin kommt die Formel IV zu, die sich nur 
durch den Bau der Seitenkette von derjenigen des Vitamins D, 
(III) unterscheidet. 
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IV Vitamin D, aus 7-Dehydro-cholesterin. 


Héchst wahrscheinlich hat das neue Vitamin eine ganz be- 






























102 A. Windaus, Fr. Schenck und F. v. Werder, 





es Herrn Dr. Brockmann im hiesigen Institut gelungen, das 
Vitamin aus Thunfischleberél als krystallisiertes Dinitrobenzoat ab- 
zutrennen; dieses natiirliche Vitamin ist nach den bisher vor- 
liegenden Daten mit demjenigen aus 7-Dehydro-cholesterin iden- 
tisch. Es soll den Namen Vitamin D, erhalten. 


Beschreibung der Versuche. 


6,3 g 7-Dehydro-cholesterin wurden in Benzollésung 33/, Stun- 
den in einer kleinen Quarzwalze mit Magnesiumfunken bestrahit. 
Nach dem Abdestillieren des Benzols im Vakuum wurde der Riick- 
stand in 60 ccm Alkohol gelést und mit einer Lésung von 8 ¢g 
Digitonin in 120 ccm siedendem Alkohol versetzt. Nunmehr wurde 
das Ganze — ohne Riicksicht auf den entstandenen Niederschlag — 
zur 'Trockne eingedampft und der Riickstand mehrmals mit sieden- 
dem Petrolither extrahiert; der petrolitherische Auszug wurde 
wieder eingedampft, das hinterbleibende Material mit 15 ccm 
Petrolather und 2 ccm Citraconsiureanhydrid versetzt und soviel 
absoluter Ather hinzugefiigt, daB eine klare Lésung entstand. Nach 
6tigigem Aufbewahren bei 20° wurde die Lésung mit 40 ccm 
10 °/, iger methylalkoholischer Kalilauge versetzt und nochmals 
12 Stunden stehen gelassen; dann wurde — nach dem Verdiinnen 
mit Wasser — das Gemisch wieder mit Petrolither ausgeschiittelt, 
die petrolitherische Lésung getrocknet und im Vakuum einge- 
dampft; es hinterblieb ein hellgelbes Harz, das nicht krystallisierte; 
Proben des Materials wurden darum in das 3,5-Dinitrobenzoat 
und in das 4-Methyl-3,5-dinitrobenzoat verwandelt, doch lieBen 
sich auch diese zunichst nicht in den krystallisierten Zustand 
iberfiihren. 

Wir haben darum das Harz in Benzin—Benzol (4:1) gelést 
und haben die Lésung wie bei der chromatographischen Adsorp- 
tionsanalyse durch eine Schicht von Aluminiumoxyd geschickt; 
die Elution erfolgte mit Benzol und etwas Methanol. Hierbei 
wurden 3 Fraktionen gewonnen und getrennt mit 3,5-Dinitro- 
benzoylchlorid und Pyridin verestert. Aus der mittleren Schicht 
schieden sich hierbei allmihlich gelbe Nadeln aus, die nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren bei 129° schmolzen. 

4,538 mg Subst.: 11,720 mg CO,, 3,230 mg H,O. — 1,996 mg Subst.: 
0,092 cem N, (25°, 743 mm). 

C,,H,.0,N, Ber. C 70,55 H801 N 4,84 
Gef. ,, 70,44 ,, 7,96 ,, 5,16. 
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Uber das antirachitisch wirksame Bestrahlungsprodukt usw. 103 


25 mg Dinitrobenzoesiureester wurden mit methylalkoholischer 


' Kalilauge verseift und hinterlieBen bei der Aufarbeitung ein Ol, 


das dasselbe Spektrum besaB wie Vitamin D,. Dieses Ol wurde 


' auch fiir die physiologische Priifung verwendet; die antirachi- 


tische Grenzdosis (Ratte) wurde bei 0,057 gefunden, wihrend das 


' reine Vitamin D, unter denselben Bedingungen die Grenzdosis 


0,03 y lieferte. Der Giftgrenzwert fiir die Maus lag bei 1507. 
Die Reindarstellung des Vitamins D, ist auch iiber das in 
iiblicher Weise dargestellte Allophanat méglich. Dieses Ver- 


| fahren bietet sogar den Vorteil, daB man auch ohne Vorreinigung 
| des bestrahlten 7-Dehydrocholesterins zu einem schwer léslichen 
 Derivat gelangen kann. Der Schmelzpunkt des aus Aceton um- 


gelésten Produkts liegt bei 173—174°. Bei der Verseifung liefert 


| es den freien Alkohol, der sich in physikalischer, chemischer und 


physiologischer Beziehung mit dem Verseifungsprodukt des Di- 


- nitrobenzoats als identisch erweist. 


Die Deutsche Forschungsgemeinschaft, die Chemische 


| Fabrik EK. Merck-Darmstadt und die LG. Farbenindustrie A.-G., 
_ Werk Elberfeld, haben unsere Arbeiten iiber die antirachitischen 


Vitamine weitgehend unterstiitzt und mich dadurch zu besonderem 


_ Dank verpflichtet. 


Windaus. 

















Die Isolierung des antirachitischen Vitamins 
aus Thunfischleberdl. 
Von 
Hans Brockmann. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Allgemeinen Chemischen Universitits- 
Laboratoriums in Gottingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1936.) 


Die Darstellung von krystallisiertem Vitamin D aus den Be- 
strahlungsprodukten des Ergosterins durch Windaus, Linsert 
und Liittringhaus’) sowie durch Bourdillon, Webster und 
Mitarbeiter?) hat als einzigartiger Fall die weitgehende therapeu- 
tische Anwendung eines auf chemischem Wege gewonnenen Vitamins 
ermoglicht, bevor das natiirlich vorkommende antirachitische Vitamin 
des Lebertrans isoliert und in seiner Konstitution bekannt war. 
Sie hat gleichzeitig zu der wichtigen Frage gefiihrt, ob dieser 
natiirliche antirachitische Faktor derselbe ist wie der photo- 
chemisch aus Ergosterin erzeugte, oder ob eine Heilung der 
Rachitis durch zwei Vitamine verschiedener Konstitution bewirkt 
werden kann. 

Die Untersuchungen der letzten Jahre haben ergeben, dab 
bei Vitaminen und Hormonen die physiologische Wirksamkeit 
nicht streng an eine einzige bestimmte Konstitution gekniipft zu 
sein braucht. Auch beim antirachitischen Vitamin sind, wie zt- 
erst Windaus und Langer®) am Bestrahlungsprodukt des 22-Di- 
hydro-ergosterins und spiter Windaus, Lettré und Schenck’ 
am Bestrahlungsprodukt des 7-Dehydro-cholesterins zeigten, 
geringe Unterschiede im Molekiil méglich, ohne daB qualitativ die 
physiologische Wirksamkeit veriindert wird. 


1) A. Windaus, A. Liittringhaus u. M. Deppe, Liebigs Ann. 489, 
252 (1931); A. Windaus, O. Linsert, A. Liitttringhaus u. G. Weidlich, 
Liebigs Ann. 492, 226 (1932). 

*) F. A. Askew, R. B. Bourdillon, H. M. Bruce, R. K. Callow, 
I. St. L. Philpot u. T. A. Webster, Proc. Roy. Soc. Lond. B 109, 
488 (1932). 


8) Liebigs Ann. 508, 105 (1933). *) Liebigs Ann. 520, 98 (1935). 
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Die Isolierung des antirachitischen Vitamins aus Thunfischleberél. 105 


Eine sichere Entscheidung, ob das natiirliche Vitamin des 
Lebertrans mit einem dieser Bestrahlungsprodukte identisch ist, 


oder einen neuen, noch unbekannten Typus eines antirachitischen 
| Vitamins darstellt, war nur durch seine Isolierung zu erbringen, 
| die bei den geringen Vitaminmengen der Leberéle und dem 
' Fehlen brauchbarer Abtrennungsmethoden groBe experimentelle 
' Schwierigkeiten erwarten lieB. Leichter erschien es, die Frage 


nach der Identitét auf einem indirekten Wege, durch Fiitterungs- 
yversuche an verschiedenen Tierarten, der Lésung niher zu bringen. 


Dieser Weg ist von verschiedenen Bearbeitern eingeschlagen 


worden und hat mit GewiBheit ergeben, da zwischen dem 
Vitamin D aus Lebertran und dem krystallisierten Vitamin D, 
Unterschiede bestehen?), Werden von beiden Vitaminen Proben, 
die im Rattenversuch gleiche Wirksamkeit besitzen, an Hiihnchen 
verfiittert, so ist vom Leberélvitamin eine viel kleinere Dosis fiir 
die Verhiitung bzw. Ausheilung der Rachitis erforderlich als vom 
Vitamin D,; das natiirliche Vitamin ist in seiner Wirkungs- 


 intensitaét bei der experimentellen Hiihnerrachitis dem Vitamin D, 


um ein Vielfaches iiberlegen. Dagegen ergab ein sorgfiltig durch- 
gefiihrter Vergleich der Toxizitit beider Vitamine durch Dalmer, 
vy. Werder und Moll?) keine Unterschiede. 

Durch die angefiihrten Befunde wurde die Isolierung des 
antirachitischen Faktors der Fischleber umso dringender. Sie 
ist wiederholt versucht worden. 

Im Géttinger Laboratorium gelang es M. Deppe?®), Konzen- 
trate aus Thunfischlebern durch fraktionierte Adsorption nach 
Tswett bis zu einer Wirksamkeit von 0,2 y anzureichern. Die 
Darstellung noch konzentrierterer Priparate aus Thunfischlebern 
hat Ender‘) beschrieben, der als kleinste noch wirksame Tages- 
dosis 0,05—0,06 y und spiter sogar 0,03—0,04 7°) angibt. Merk- 
wiirdigerweise zeigten diese hochwirksamen Konzentrate keine Ab- 
sorptionsbanden im ultravioletten Licht. Da das reine Vitamin D 
aus Thunfischleber, wie Fig. 1 zeigt, eine Absorptionsbande von 
derselben Lage und fast der gleichen Intensitiat besitzt wie das 


1) O.N. Massengaleu. M.Nussmeyer, J.of Biol. Chem. 87, 423 (1980); 
H. Steenbock u. S. W.F. Kletzien, J. of Biol. Chem. 97, 249 (1932); W.C. 
Russel, M. W. Taylor u. D. E. Wilcox, J. of Biol. Chem. 107, 735 (1934); 
Ch. Bills, J. of Biol. Chem. 108, 323 (1935); J. Waddell, J. of Biol. Chem. 
105, 710 (1934). 

*) Diese Z. 224, 86 (1934). 3) Unveréffentlichte Versuche. 

‘) F. Ender, Z. f. Vitaminf. 2, 241 (1933). °) Z. f. Vitaminf. 3, 161 (1934). 
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krystallisierte Vitamin D, , und sich nach Enders eigenen Messungen 
ein Gehalt von 10°/, Vitamin D, in Konzentraten aus Thunfisch. 
lebern im Ultraviolettspektrum noch gut erkennen laBt, miissen 
Enders Praparate weniger als 10°/, Vitamin enthalten haben, 
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Fig. 1. 


Thre Wirksamkeit im Tierversuch mu8 demnach mindestens 10 mal 
geringer gewesen sein, als angegeben ist. 

Auf Veranlassung von Herrn Prof. Windaus, dem ich die 
Uberlassung dieses Arbeitsgebietes verdanke, habe ich im Herbst 
1935 mit Versuchen zur Isolierung des Lebertranvitamins be- 
gonnen. Als Ausgangsmaterial stand ein Konzentrat aus Thun- 
fischleber zur Verfiigung, das 80 internationale Einheiten im 
Milligramm enthielt, entsprechend einem Vitamingehalt von 0,32°/,’) 
Fiir die zur Isolierung des Vitamins nétige Anreicherung auf das 
etwa 300 fache schien einzig und allein die fraktionierte Adsorption 


') Das Ausgangsmaterial verdanke ich der I, G. Farbenindustrie A.-G., 
Werk Elberfeld. 
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‘in der Adsorptionssiule einige Aussicht auf Erfolg zu haben. Diese 
‘Methode muBte um so leistungsfahiger sein, je weiter durch 
‘eine Vorreinigung die betrichtlichen Mengen an A-Vitamin und 
‘andern Begleitstoffen, die bei der Adsorption stéren, abzu- 
‘trennen waren. 


Als eine geeignete Vorreinigung bewahrte sich die Verteilung 


‘des Ausgangsmaterials zwischen Benzin und Methanol verschie- 
‘dener Konzentration. Vorversuche ergaben, daB Vitamin D, bei 
der Verteilung zwischen Benzin und 90°/, igem Methanol zum gréBten 


Teil im Benzin verbleibt, bei der Verwendung von 95°/, igem 


‘Methanol sich aber bei wiederholtem Ausschiitteln mit guter Aus- 
-beute ins Methanol iiberfiihren 14Bt. 


Dementsprechend wurde das Ausgangsmaterial wiederholt 


_iwischen Benzin und 90°/,igem Methanol verteilt, wodurch die 
'Hauptmenge des A-Vitamins in die Methanolschicht gebracht und 
damit vom Vitamin D abgetrennt werden konnte. Dabei ging die 
'Menge des Ausgangsmaterials auf etwa die Hilfte zuriick und 
'der D-Vitamingehalt stieg fast auf das Doppelte. Durch eine 


anschlieBende Reihe von Verteilungen zwischen Benzin und 


/95°/,igem Methanol lieB sich die Hauptmenge des D-Vitamins 


ins Methanol iiberfiihren, wiahrend im Benzin eine betrichtliche 
Menge unwirksamer Begleitstoffe zuriickblieb. Beide Arbeits- 


'ginge zusammen ergaben eine Anreicherung auf annihernd das 
4fache und die Entfernung von Begleitstoffen in einer Menge 
‘von rund 75°/, des Ausgangsmaterials. Die Abtrennung des 


A-Vitamins durch Verteilung ist der friiher verwendeten Ab- 
scheidung durch Addition an Maleinsaéureanhydrid’) bzw. Citracon- 


 Siureanhydrid dadurch iiberlegen, daB sie in viel kirzerer Zeit, 
ohne eine Schadigung des D-Vitamins méglich zu machen, durch- 


zufiihren ist und ein Verlust der groBen Mengen an wertvollem 


A-Vitamin vermieden wird. 


Um die chromatographische Trennung in der Tswettschen 


_ Adsorptionssiule méglichst wirkungsvoll und vor allem reprodu- 
aierbar zu gestalten, waren, wie zahlreiche Vorversuche ergaben, 
drei Aufgaben zu lésen: Die Darstellung eines billigen Adsorp- 


tionsmittels von optimalem und genau einstellbarem Adsorptions- 


vermégen, die Ermittlung eines Farbstoffes, der gleich stark 
_adsorbiert wird wie das Vitamin, und dadurch als Indicator fiir 


die Erkennung der richtigen Adsorptionszone benutzt werden kann, 


1) O. Dalmer, F.v. Werder u. Th. Moll, Diese Z. 224, 86 (1934). 
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und schlieBlich die Erleichterung und Beschleunigung der An. 
reicherung durch eine colorimetrische D-Vitaminbestimmung, 
Uber diese Methode soll in einer gesonderten Mitteilung lp. 
richtet werden?) 

Als Adsorptionsmittel benutzten wir Aluminiumhydroxyd be. 
stimmter KorngréBe, das nach einem einfachen Verfahren, das ay 
anderer Stelle beschrieben werden soll, auf den gewiinschten und 
mit einer 'estmethode kontrollierbaren Aktivititsgrad eingestellt 
werden kann. Dadurch ist die Anpassung des Adsorptions. 
vermégens an die jeweiligen Bediirfnisse einer Trennung médelich, 
eine Bedingung, die fiir optimale Wirkung nétig ist, denn s0- 
wohl eine zu hohe wie eine zu niedrige Adsorptionsfahigkeit 
macht eine gute Entwicklung der Zonen in der Adsorptionssiiule 
unméglich. Das Priparat, dessen Aktivitit sich fir unsere 
Zwecke als am giinstigsten erwies, ist im folgenden als Aluminium. 
hydroxyd IIL bezeichnet worden. 

Die Priifung einer Reihe von Farbstoffen auf ihre Verwend- 
barkeit als Adsorptionsindicatoren wurde durch Vergleich ihrer 
Adsorptionsisothermen und ihres chromatographischen Verhaltens 
mit dem des Vitamins D, vorgenommen, wobei der EinfluB von 
Begleitstoffen aus Leberélen besondere Beriicksichtigung fand 
Als sehr gut geeignet erwies sich das Indicatorrot 33. Es er- 
méglicht nicht nur, die vitaminreichste Zone im Chromatogramm 
zu erkennen, sondern erlaubt gleichzeitig, den Gang der Adsorp- 
tion an der Entwicklung der einzelnen Zonen genau zu _ ver- 
folgen. 

Erst wenn sich der Farbstoff scharf in einer schmalen Zone 
angesammelt hatte, wurde das Nachwaschen mit Liésungsmittel 
unterbrochen und die Adsorptionssiiule zur Elution zerlegt. Au 
diese Weise gelang es, das durch Verteilung vorgereinigte Kon- 
zentrat durch drei aufeinander folgende Adsorptionen auf eine 
Vitamingehalt von 25--30°/, zu bringen. Eine weitere An- 
reicherung durch Adsorption war méglich, aber wegen der damit 
verbundenen Verluste nicht mehr lohnend. 

Wir haben deshalb auf die Gewinnung noch hoher konzen- 
trierter Priparate verzichtet und die beste Fraktion der dritten 
Adsorption mit 3,5-Dinitrobenzoylchlorid verestert, nachdem zuvor 
der Indicatorfarbstoff und das Cholesterin quantitativ entfernt 
worden waren. Aus dem so erhaltenen Estergemisch konnte trot 


') Folgende Mitteilung. 
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‘vieler Miihe keine krystallisierte Fraktion abgetrennt werden. 
‘Zur weiteren Reinigung wurde daher der dlige Ester aus Benzol— 
'Benzin in einer Séule von Aluminiumhydroxyd III adsorbiert. 
Die unterste, fast farblose Zone des Chromatogramms enthielt 
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Fig. 2. 


_ ein hellgelbes Ol, das durch Behandeln mit Aceton—Methanol zur 
| krystallisation gebracht werden konnte. 


Bei der colorimetrischen 
Untersuchung des Krystallisats wurden dieselben Werte gefunden 
wie fir den 3,5-Dinitrobenzoesiiureester des Vitamins D,. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren aus Aceton—Methanol wurde der 
neue 3,5-Dinitrobenzoesiureester in biischlig vereinigten, derben 
gelben Nadeln erhalten, die bei 128—129° schmelzen und die 
spezifische Drehung [«]}’ = + 100,0° zeigen. Die Analyse ergab 
abweichend von der Bruttoformel des Vitamin D,-3,5-dinitro- 
benzoesiureesters die Formel C,,H,,O,N,, die demnach iiberein- 


347446 6% 2) 
stimmt mit der des 3,5-Dinitrobenzoesiiureesters vom Vitamin D 
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aus 7-Dehydrocholesterin. Die beiden Ester zeigen denselbe, § 
Schmelzpunkt und geben im Gemisch keine Schmelzpunkts. 
depression; ihre Absorptionskurven im ultravioletten Gebig 
stimmen genau iiberein (Fig. 2). Nach der Verseifung des )).§ 
nitrobenzoesaéureesters aus Leberél erhielten wir ein farbloses (|, § 
das im Ultraviolett eine starke Absorptionsbande bei 265 m§ 
zeigt. Die Extinktionskurve besitzt dieselbe Héhe wie diejenige 
des Vitamins aus 7-Dehydrocholesterin. Die im Vergleich zum 
Vitamin D, etwas niedrigere Absorptionskonstante der Bande bei 
265 mu (Fig. 1) ist bei unserem Praparat zweifellos auf kleine & 
Mengen von Zersetzungsprodukten zuriickzufiihren, die ihm von 
der Verseifung her beigemengt sind. 


Die Prifung unseres Verseifungsproduktes im Rachitis. § 
schutzversuch an der Ratte ergab eine Wirksamkeit von etwa 
25000 internationalen Einheiten, wihrend das Vitamin J, 
40000 Einheiten im Milligramm enthalt. Diese Zahlen sind das 
Ergebnis unserer bisher durchgefiihrten Versuche und _sollen 
keine endgiiltige Aussage iiber die Wirksamkeit der beiden Vita- 
mine sein. Sie zeigen aber, daf bei der Ratte die antirachi- 
tische Schutzwirkung des Vitamins aus Thunfischleber 
geringer ist als die des Vitamins D, in Ubereinstimmung 
mit den Befunden von Windaus, Schenck und v. Werder an 
Vitamin D aus 7-Dehydrocholesterin 3), 

Der aus Thunfischkonzentrat dargestellte krystallisierte 3,5-1)i- 
nitrobenzoesdiureester vom Schmelzp. 128—129° ist also der 
Ester des antirachitischen Thunfischvitamins, dessen Isolierung 
damit gegliickt ist. Die Ubereinstimmung in den Eigenschatten 
unseres und des von Windaus, Schenck und v. Werder er- 
haltenen 3,5-Dinitrobenzoesiureesters!) spricht dafiir, daB das 
Vitamin D aus Thunfischleberél, das die Bezeichnung 
Vitamin D, erhalten hat!), identisch ist mit dem Vitamin I) 
aus 7-Dehydrocholesterin, ein glicklicher Umstand, durch 
den auf Grund der Arbeiten von Windaus, Lettré und Schenck’, 
sowie von Windaus und Schenck?) die Konstitution eines 
natirlich vorkommenden antirachitischen Vitamins aul- 
geklart und gleichzeitig seine Gewinnung auf chemi- 
schem Wege ermdglicht ist. Die angefiihrten Befunde machen 
die Annahme sehr wahrscheinlich, daB das Provitamin des Vita- 
mins D, das 7-Dehydrocholesterin ist, wodurch dem Cholesterin 


*) Vorhergehende Mitteilung. 2) Liebigs Ann. 520, 98 (1935). 
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Schema der Anreicherung. 





Die Isolierung des antirachitischen Vitamins aus Thunfischleber#l. 


Ausgangsmaterial: Konzentrat A 559. 
Vitamin A = 2900 CLO, Vitamin D = 80 IE pro mg. 


| 
Y 
1. Verteilung. 
90 °/, Methanol—-Benzin 


| 








Methanolschicht + > Benzinschicht 
Fraktion 2 Fraktion 1 
A = 5500 CLO A = 580 CLO 
D= 20IE D = 140 IE 
) a 
Y 
2. Verteilung. 
95 °/, Methanol—Benzin 
Methanolschicht ~< | naman os Benzinschicht 
Fraktion 4 Fraktion 8 
A = 500 CLO A = 200 CLO 
D = 280 IE D= 20IE 
| - 
y 
1. Adsorption. 
Adsorbiertes So , > Filtrat 
Fraktion 5 Fraktion 6 
D = 800 IE 


| 





Y 
2. Adsorption. 
Zusatz von Indicatorrot 


1. Zone, 2. Zone, 8.Zone, 4. Zone 


Fraktion 7 D = 2000 IE 


¥ 
3. Adsorption. 
1. Zone, 2. Zone, 3. Zone 
Fraktion 8 D= 5500I1E 


Y 


Entfernung von Farbstoff und Cholesterin. 


D = 6700 IE 
| 


| 


Y 


Fraktion 9 


Veresterung mit 3,5-Dinitrobenzoylchlorid 


4. Adsorption. 


1. Zone, 2. Zone, 3. Zone, 4. Zone 


Y 


Krystallisierter 3,5-Dinitrobenzoesiureester. 
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als Muttersubstanz des natiirlichen Vitamin D eine wichtige 
physiologische Rolle zukommen wiirde. 

Unklar ist noch die Herkunft des Vitamins D,. Da eine 
Entstehung durch Bestrahlung eines Provitamins im Fisch kau 
méglich erscheint, mu8 man annehmen, daB entweder das fertig 
gebildete Vitamin aus bestrahlter Nahrung aufgenommen uni 
gespeichert wird, oder aber, dab eine Synthese ohne Mitwirkung 
des Lichtes im Fisch oder in der Nahrung des Fisches statt. 
findet’). Kine sichere Entscheidung kénnen nur Fiitterung;. 
versuche erbringen, deren Durchfiihrung mit gewissen Schwierig. 
keiten verbunden ist. 

Die Tatsache, daB das reine Vitamin D, optisch aktiv isi, 
dieselbe Absorptionsbande zeigt wie Vitamin D, und drei kon- 
jugierte Doppelbindungen besitzt, widerlegt auBer den schon oben 
erwihnten Angaben von Ender auch diejenigen von Rygh?), der 
bei seinen D-Vitaminkonzentraten keine Drehung, keine Absorp- 
tionsbande und keine Addition von Maleinsiureanhydrid*), aber 
eine Wirksamkeit im Tierversuch fand; sie zeigt, wie unsicher ¢s 
ist, an Hand von ungeniigend angereicherten Praparaten Aus- 
sagen tiber physikalische EKigenschaften eines Vitamins zu machen. 
Kine Diskussion des ,,dritten Vitamin D“ von Rygh’) erscheint 
iiberfliissig, da seine Befunde iiber dieses neue Vitamin lediglich 
eine Bestitigung friiherer Ergebnisse von Kon und Booth‘ 
darstellen, und diese Autoren die antirachitische Wirksamkeit 
von Fettsiurefraktionen, die sie bei der Verseifung von Butter 
erhalten haben, auch ohne Annahme eines neuen Vitamins er- 
klaren zu kénnen glauben. 


Beschreibung der Versuche. 
|Mitbearbeitet von Barbara v. Guenther und Ursula Dittmar’)). 


Die verwendeten Lésungsmittel waren sorgfiltig gereinigt (Methanol 
und Benzol tiber KOH destilliert, als Benzin diente Normalbenzin yon 

1) Ch. Bills, J. of Biol. Chem. 72, 751 (1927); J. C. Drummond, 
Nature 126, 398 (1930); A. F. Hess u. Mitarb., Proc. Soe. exp. Biol. a. Med. 29, 
1227 (1932); Ph. A. Coppens u. G. A. Metz, Biochem. Z. 266, 169 (1933). 

*) O. Rygh, Nature 136, 552 (1935). 

*) O. Rygh, La troisiéme Vitamine D, Z. f. Vitaminf. 3, 164 (1934), 

‘) St. K. Kon u. R. G. Booth, Biochemie. J. 28, 121 (1934). 

5) Frl. v. Guenther fiihrte die Tierversuche durch, Frl. Dittmar hat 
die Anreicherungsversuche mitbearbeitet. 

*) Anm. bei der Korrektur: Vitamin D, addiert Maleinsiureanhydrid 
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-Kahlbaum) und luftfrei gemacht. Der Methanolgehalt ist in Volum- 
| prozenten angegeben. Die Fraktionen der Anreicherungsversuche wurden 
-nach Entfernung des Lésungsmittels sofort in Exsiccatoren gebracht, die 
-4mal auf 1mm evakuiert und danach jedesmal mit sauerstoff-freiem CO, 
durchgespiilt wurden. LEinzelne als Beispiele herausgegriffene Versuche 
zeigen die Ausbeuten bei den verschiedenen Arbeitsgiingen. Der A-Vitamin- 
_gehalt ist als A bezeichnet und in CLO-Einheiten angegeben, die colori- 
'metrisch mit der Antimontrichloridreaktion bestimmt wurden. Bei der Be- 
urteilung des Vitamingehaltes ist zu beriicksichtigen, daf fiir die besten 
| bisher gewonnenen A-Vitaminpriiparate Werte von 6000—10000 CLO-Ein- 
'heiten ermittelt worden sind. Als D ist der D-Vitamingehalt in inter- 
nationalen Einheiten (IE) pro Milligramm angegeben, die aus den Minimal- 
'dosen des Rattenschutzversuches und den Werten der colorimetrischen 
' Bestimmung berechnet wurden. 1 IE entspricht der Wirksamkeit von 
0,025 y krystallisiertem Vitamin D, im Rattenschutzversuch. 


I. Vorreinigung durch Verteilung. Ausgangsmaterial: Thunfisch- 


| konzentrat A 559 (Unverseifbarer Anteil aus Thunfischleberél) A = 2900 CLO: 


'D = 80 IE/mg. 
1. Verteilung. Abtrennung von A-Vitamin. Je 100g Konzentrat 
A559 wurden in 2 Liter Normalbenzin gelést und 16 mal mit je 500 eem 


90°/,igem Methanol ausgeschiittelt. Die Methanolschicht wurde durch 
| Wasserzusatz auf einen Methanolgehalt von 50°/, verdiinnt und mit Benzin 
ersch6pfend extrahiert. 


| Versuch 20. Benzinschicht enthielt ..... 505g A= 580 CLO 


D = 140 IE 
Fraktion 1. 
Aus der Methanolschicht nach Verdiinnen bis 
auf einen Methanolgehalt von 30°/, extrahiert 46,2 ¢ A = 5500 CLO 
D=20 IE 
Fraktion 2. 
2. Verteilung. Die Benzinschicht von der ersten Verteilung wurde 
auf 1500 cem verdiinnt und 12 mal mit je 500 cem 95°/,igem Methanol aus- 
geschiittelt. 
Versuch 21. Benzinschicht enthielt. ...... 19g A =200 CLO 
D=20 IE 
Fraktion 3. 


ll 


Aus der Methanolschicht nach Verdiinnen bis 
auf einen Methanolgehalt von 50°/, und Extraktion 
Ww TE tt tee eee st WE Ame SOC 
D = 280 IE 
Fraktion 4. 


II. Anreicherung durch Adsorption. Ausgangsmaterial: 120 g 
Fraktion 4. 


1. Adsorption (Voradsorption). Je 20 g Fraktion 4 wurden in 500 cem 


 Benzol-Benzin (1 Teil Benzol + 4 Teile Normalbenzin) gelést und durch eine 
‘Siule von Aluminiumhydroxyd III filtriert, worauf mit 1200 eem Lésungs- 


mittel nachgewaschen wurde. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI. 8 
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Versuch 34. Aus der Sdule wurden eluiert . 12,2 ¢ Ol Fraktion5, 
Aus dem Filtrat wurden gewonnen. ... 5,8g Ol Fraktiong, 
A = 550 CLO 
D = 800 IE 


2. Adsorption. Je 10 g von Fraktion 6 wurden zusammen mit 100 mg 
Indicatorrot 33 in 600 cem Benzol-Benzin 1:4 gelést und durch eine Siiuk 
von Aluminiumhydroxyd III filtriert. Beim Nachwaschen mit 8 Lite; 
Lésungsmittel bildeten sich 4 Zonen aus. 


Versuch 46. 1. Zone, hellgelb 
2. Zone, rosa i 
3. Zone, rot enthielt: 2,9 g Ol Fraktion? 


4. Zone, briunlichgelb D = 2000 IE 
38. Adsorption. Versuch 51. 2,9 g Fraktion 7 wurden in 200 cem 
Benzol-Benzin 1:4 gelést (wobei von auskrystallisiertem Indicatorrot ab. 


filtriert wurde) und durch eine Siiule von Aluminiumhydroxyd III filtriert, 
Beim Nachwaschen mit 1,5 Liter Liésungsmittel bildeten sich 3 Zonen aus, 


1. Zone, hellgelb 


2. Zone, rot enthielt: 0,9g¢ Ol Fraktion 8. 
3. Zone, gelb D = 5500 IE 


Fraktion 8 Das vom Lisungsmittel befreite Ol wurde in 50 cem 
Benzin aufgenommen und solange mit 20 °/,iger methylalkoholischer Kalilauge 
(80°/, Methanol) durchgeschiittelt, bis die Benzinschicht frei von F arbstot 
war. Das nach dem Verdampfen des Benzins zuriickbleibende O1 léste man 
in wenig heiBem Methanol, aus dem sich beim Erkalten die Hauptmeng 
des Cholesterins abschied. Das Filtrat wurde mit Digitonin aufgekocht, 
zur Trockne verdampft und der Riickstand erschépfend mit heiBem Benzin 
extrahiert. Das Benzin hinterlie{ beim Verdampfen die cholesterinfreie 
Fraktion 9, die zur Veresterung verwendet wurde. Ihr D-Vitamingehal 
betrug 6700 [E/mg. 


III. Veresterung mit 3,5-Dinitro-benzoylchlorid. Versuch 7 
750 mg Fraktion 9 wurden in 4 ccm reinstem, tiber BaO getrocknetem Pyridit 
gelést und mit einer Lésung von frisch destilliertem 3,5-Dinitro-benzoy!: 
chlorid in 3 eem Pyridin versetzt. Nach kurzem Erwiirmen auf dem Wasser: 
bad wurde das Reaktionsgemisch 2 Tage lang bei 20° unter CO, aui 
bewahrt. Zur Aufarbeitung wurde in Natriumbicarbonatlésung gegossen unt 
mit Benzol durchgeschiittelt. Die zuerst mit Bicarbonat, dann mit verdiinnter 
Essigsiiure und zuletzt mit Wasser gewaschene Benzollésung hinterlieB bein 
Verdampfen ein Ol, das in 70 cem Benzol—Benzin 1:4 gelist wurde, wobe 
ein geringer schmieriger Riickstand hinterblieb. Beim Filtrieren der Lisung 
durch eine Siule von Aluminiumhydroxyd III und Nachwaschen mit dem 
Lésungsmittel bildeten sich 4 Zonen aus. Das Eluat der 4. (untersten) Zone 
zeigte colorimetrisch nach dem Verdampfen einen Vitamingehalt vo 
10000 IE. Das élige Produkt wurde in wenig heiBem Aceton gelist wif 
mit Methanol bis zur beginnenden Triibung versetzt. Aus dem zuerst aus 
gefallenen Ol schieden sich nach einiger Zeit gelbe, biischlig vereinigit® 
Nadelchen ab. Nach liingerem Stehen im Eisschrank wurde die Mutter® 
lauge abgegossen, und aus dem Riickstand die éligen Anteile mit leicl! 
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siedendem Petrolither von den Krystallen abgelést. Das krystallisierte 
Rohprodukt, das nach der colorimetrischen Bestimmung fast reiner Vitamin- 
ester war, wurde 2 mal aus Aceton—Methanol umkrystallisiert und bildete 
dann gelbe, derbe, zu Biischeln vereinigte Nadeln, die bei 128—129° 
schmolzen. Im Gemisch mit dem 3,5-Dinitro-benzoesiiureester des D-Vitamins 
aus 7-Dehydro-cholesterin trat keine Schmelzpunktsdepression ein. Der 
neue Ester ist schwer léslich in Methanol und leicht siedendem Petrolither, 
gut léslich in Chloroform, Benzol und Aceton. Nach der Verseifung, die 
durch */, stiindiges Kochen mit 5°/,iger methylalkoholischer Kalilauge unter 
Stickstoff erfolgte, wurde ein farbloses Ol erhalten, das zur Messung der 
Absorptionsbande und fir die Tierversuche verwendet wurde. 


22,4 mg Subst.: 2 ecem Chloroform, / = 1 dm, 
a = + 1,13°; [a]}7 = + 100,0°. 
3,412, 3,496 mg Subst.: 8,81, 9,02 mg CO,; 2,405, 2,44mg H,O. — 
5,430 mg Subst.: 0,241 cem N, (24°, 754 mm). 


C,,H,,0.Ne Ber. © 70,55 H 8,01 N 4,84 
Gef. ,, 70,42, 70,37 ,, 7,89, 7,81 ,, 5,06. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der I.G. Farbenindustrie 
A.-G., Werk Elberfeld, spreche ich fiir die weitgehende Unterstiitzung der 
vorliegenden Untersuchung meinen besten Dank aus. 














Uber das 7-Dehydro-sitosterin. 


Von 
W. Wunderlich. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Gottingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1936.) 


Die letzten Jahre haben einige neue Erkenntnisse auf dem 
Gebiete des Vitamins D gebracht; eine der wichtigsten war die, 
daB es verschiedene Vitamine D gibt. Die ersten Anhaltspunkte 
dafiir gaben physiologische Untersuchungen, die mit bestrahltem 
Ergosterin und Fischleberél ausgefiihrt wurden. Die Priparate 
waren an der Ratte auf gleiche antirachitische Wirksamkeit ein- 
gestellt worden, und man fand beim Kiiken eine stiirkere, heilende 
Wirkung der entsprechenden Fischleberélmenge’). J. Waddell? 
konnte weiterhin zeigen, daB bestrahltes rohes Cholesterin in ganz 
derselben Weise wirkt wie Fischleberél. Daraus muBte man 
schlieBen, daB die aktivierbare Beimengung des Cholesterins kein 
Ergosterin ist, sondern ein Stoff, der zwar dasselbe Spektrum und 
dieselben Farbreaktionen gibt wie Ergosterin, sich aber physio- 
logisch etwas verschieden verhilt. In ihrer Arbeit iiber Sterine 
und antirachitisches Vitamin haben sich Windaus und Hess’ 
schon 1927 folgendermaBen geiiufert: ,,Aus allen diesen Befunden 
scheint mit groBer Wahrscheinlichkeit hervorzugehen, daB das 
Provitamin ein stirker ungesittigtes Sterin ist als Cholesterin, 
vielleicht ist es ein dem Cholesterin in geringen Mengen bei- 
gemischtes Dehydrocholesterin. Das Vorkommen eines solchen 
im Cholesterin wire nicht unwahrscheinlich.“ — ,,Ks ist sicher, 
dab das Ergosterin optisch bis in jede Einzelheit mit dem Pro- 
vitamin identisch ist. Ob es ihm chemisch nur duf8erst nahe ver- 
wandt ist (wie Sitosterin dem Cholesterin) oder ob es mit ihm 
identisch ist, kénnen wir noch nicht mit aller Bestimmtheit sagen." 
Den endgiiltigen Beweis dafiir, daB es verschiedene D-Vitamine 
gibt, erbrachten Arbeiten des Gittinger Laboratoriums. Es wurde 
eine Reihe von Verbindungen dargestellt, wie das 22-Dihydro- 
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ergosterin*) und das 7-Dehydrocholesterin®), die bei der Bestrah- 


lung mit ultraviolettem Licht antirachitisch wirksam werden, selbst 


also Provitamine sind. Windaus, Lettré und Schenck) haben 
'auf Grund dieser Arbeiten eine Beziehung abgeleitet zwischen 
| Konstitution und Fahigkeit eines Stoffes, ein Vitamin zu bilden. 
| Die notwendige Voraussetzung fiir die antirachitische Aktivierbar- 


keit eines Sterinalkohols ist das Vorhandensein von konjugierten 


_ Doppelbindungen im Ring B, und zwar in derselben Lage wie 
| beim Ergosterin. Die Annahme lag nahe, da auch andere Sterine 


befiithigt sein wiirden, solche Provitamine zu bilden. Untersucht wurden 


| jetzt Sitosterin und Stigmasterin. Ks war von vornherein wahr- 
 scheinlich, daB die 7-Dehydroverbindungen dieser Sterine in der- 


selben Weise umgewandelt wiirden wie Ergosterin; denn schon 


' Hess und Weinstock®) hatten zeigen kénnen, daf aus pflanzlichen 
| Olen und aus den Rohphytosterinen selbst ein antirachitisch wirk- 
'sames Produkt entsteht. 


Die Bearbeitung des Sitosterins als Untersuchungssubstanz 


hat nur langsame Fortschritte gemacht, da das Ausgangsmaterial 
-— auch das reinste Sitosterin aus Scopoliawurzeln — stets un- 
| einheitlich ist. Es ist zwar gelungen"), durch sehr hiiufig angewandte 
| fraktionierte Krystallisation den Sitosterinkomplex in 3 Isomere 
| @,8- und y-Sitosterin) zu zerlegen; doch ist dieser Weg so miih- 
selig und vor allem so verlustreich, daB sich gréBere Mengen 
nicht gewinnen lassen. Die meisten der in der Literatur be- 
' schriebenen Arbeiten wurden deshalb an einem nicht so weit- 
'gehend gereinigten Phytosterin vorgenommen. Die Versuche haben 


ergeben, daB dem Sitosterin die Formel C,,H,,O zukommt. Weiter 


ist nachgewiesen, daB das Sitosterin das gleiche charakteristische 
_ Vierringskelett enthalt wie Cholesterin und Stigmasterin’). Durch 
' den Abbau zur 3-Oxy-nor-allocholansiure®) sind 23 Kohlenstoft- 
| atome des Sitosterins in derselben Anordnung wie im Cholesterin 
 testgelegt. 


Die Identitit des Sitostanols und des Stigmastanols ist noch 


'ucht bewiesen. Neuerdings glaubt Bengtsson!) aus Tallél ein 


Sitostanol isoliert zu haben, das mit Stigmastanol identisch ist. 


| Eine Sicherstellung dieses Ergebnisses durch Vergleich einer 
'groBeren Anzahl von Derivaten wire wiinschenswert. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung des 7-Dehydro- 


| sitosterins diente ein Phytosterin aus Sojaél, das vom Stigmasterin 
| befreit und nur einige Male umkrystallisiert war. Es schmolz bei 
132° Auch das als erstes Reaktionsprodukt erhaltene 7-Oxo-sito- 
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sterylacetat wurde nur so weit gereinigt, bis Schmelzpunkt und 
Drehung nach einigem Umkrystallisieren konstant erschienen. Es 


wurde nicht versucht, durch sehr haufiges Umlésen diese Substanz 


‘weiter zu zerlegen, wie das beim Sitosterin durchgefiihrt worden 
‘ist und es kann deshalb auch nicht mit Bestimmtheit behauptet 


werden, daB das Reaktionsprodukt vollstiindig rein war. 
Der Gang der Darstellung war der gleiche wie der zur Ge- 


}ywinnung des 7-Dehydrocholesterins. Sitosteryl-acetat wurde mit 
Chromsiure zum 7-Oxositosterylacetat (II) oxydiert. Das erhaltene 


Keton wurde mittels Aluminiumisopropylat zum Alkohol reduziert, 
dabei trat gleichzeitig Verseifung ein. Das 3,7-Dioxy-sitosten (III) 


‘wurde darauf benzoyliert; aus dem Dibenzoat wurde durch Er- 
hitzen im Hochvakuum 1 Mol Benzoesiure abgespalten. Das durch 
'Verseifung bereitete 7-Dehydro-sitosterin ([V) ist dem Ergosterin 
‘und dem 7-Dehydro-cholesterin sehr iihnlich. Es zeigt anniihernd 
dieselbe starke Linksdrehung wie diese, hat gleiche Lislichkeits- 
'verhiltnisse und besitzt die gleichen Krystallformen. Es gibt wie 


Ergosterin das charakteristische Absorptionsspektrum zwischen 


250 und 310 mu. Die Absorption in diesem Gebiet wird hervor- 
‘gerufen durch das System konjugierter Doppelbindungen im 


tinge B1), Ubereinstimmung mit dem Ergosterin und 7-Dehydro- 
cholesterin findet sich auch bei den einzelnen Reaktionen und den 


Reaktionsprodukten. Mit Maleinsiiureanhydrid verbindet sich das 


i-Dehydrositosterin in gleicher Weise wie das Ergosterin. Gegen- 


iber sichtbarem Licht zeigt es bei Anwesenheit von Sensibili- 


satoren dasselbe sehr charakteristische Verhalten wie Ergosterin. 
| Bei Gegenwart von Kosin und bei Abwesenheit von Sauerstott 


geht das 7-Dehydro-sitosterin am Licht in einen unléslichen 
dimolekularen Stoff iiber, der dem ,,Ergopinakon“ in jeder Hin- 
sicht gleicht. Wendet man die Methode auf das Acetat des 
i-Dehydrositosterins an, so erhilt man das fast ebenso unlésliche 


| Diacetat dieses Dehydrierungsproduktes. Das Wichtigste aber ist, 


daB auch bei Einwirkung von ultraviolettem Licht eine Veriinderung 
des 7-Dehydrositosterins erfolgt. Hierbei wird es wie Ergosterin 
in eine antirachitisch wirksame Verbindung iibergefiihrt. 
Allerdings ist die Wirksamkeit des Rohbestrahlungsproduktes 
bedeutend kleiner als die des rohen bestrahlten Ergosterins oder 


| des 7-Dehydro-cholesterins. Die Grenzdosis beim Schutzversuch an 


rachitischen Ratten ist etwa 40 mal gréBer als diejenige eines 


| ebenso bestrahlten Ergosterins. Die physiologische Priifung er- 


folete im Werk Elberfeld der I.G. Farbenindustrie A.-G. Fir die 
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Durchfiihrung méchte ich auch an dieser Stelle meinen besonderey 
Dank aussprechen. 


Beschreibung der Versuche. 


7-Oxo-sitosterylacetat. Zu ciner Lisung von 60 g Sitosterylacetat in 
600 ecm Eisessig wurden allmihlich unter lebhaftem Riihren bei 55) 
45 g Chromsiureanhydrid in 35 ccm Wasser und 400ccem Eisessig hinzugefiict, 
Die Temperatur muB dabei zwischen 55 und 60° gehalten werden. Eine 
unter Umstiinden auftretende Wiederausscheidung von Sitosterylacetat kann 
unberiicksichtigt bleiben, da im weiteren Verlaufe der Oxydation stets villige 
Liésung eintritt. Nach beendigter Zugabe der Oxydationslésung wurde dic 
Temperatur der Reaktionsfliissigkeit noch weitere 3 Stunden auf annihernd 
60° gehalten. Einen verbleibenden geringen Uberschu8 an Oxydationsmitte| 
entfernt man durch wenig Alkohol. Zur Aufarbeitung wurde die Eisessig. 
lésung im Vakuum bis auf etwa 150 ccm eingeengt, der Riickstand mit sehr 
viel Wasser verdiinnt und mit Ather ausgeschiittelt. Der atherische Auszug 
wurde mehrmals mit Wasser, verdiinnter Natronlauge und verdiinnter Koch- 
salzlésung gewaschen. Nach dem Eindampfen hinterlieB er einen dicken 
Krystallbrei. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol wurde daraus das 7-Oxo- 
sitosterylacetat vom Schmelzp. 176° erhalten. Die Ausbeute lag im Durebh- 
schnitt zwischen 10 und 11 g. 


19,2 mg Subst.; 2 cem Chloroform; 7 = 1 dm. 


a =— 0,92°: [aji?=— 94°. 
5,267 mg Subst.: 15,250 mg CO,, 4,990 mg H,0. 
C,,H,,05 Ber. C 79,08 H 10,71 


Gef. ,, 79,03 ,, 10,61. 


Eine weitere Reinigung des 17-Oxo-sitosterylacetats wurde iiber das 
Semicarbazon versucht. Um dies darzustellen, wurde das 7-Oxo-sitostery!- 
acetat mit Semicarbazidhydrochlorid und Kaliumacetat in alkoholischer 
Lésung eine halbe Stunde am Riickflu8 gekocht. Die Umsetzung war nu 
sehr unvollstindig. Das Semicarbazon schmolz nach mehrmaligem Un- 
krystallisieren aus Methanol bei 250—252° unter geringer Zersetzung. 


20,8 mg Subst.; 2 cem Chloroform; / = 1 dm. 
a =— 2,76°; [a]2?1= — 265°. 


4,380 mg Subst.: 11,645 mg CO,, 3,940 mg H,O. — 3,451 mg Subst.: 
0,241 cem Ny, (25,5°, 759 mm). 

C,.H,305N, Ber. C 72,78 H 1014 N 7,96 
Gef. ,, 72,50 ,, 1007 ,, 7,98. 

Das durch Spaltung des Semicarbazons mit alkoholischer Oxalsiure 
zuriickerhaltene 7-Oxo-sitosterylacetat zeigte dieselben Konstanten wie das 
Ausgangsmaterial. 

Dibenzoat des 7-Oxy-sitosterins. 20 ¢ 7-Oxo-sitosterylacetat wurden 
in 400 cem absolutem Isopropylalkohol mit 17 g Aluminiumisopropylat eine 
Stunde auf dem Wasserbade gekocht. AnschlieBend wurde das gebildete 
Aceton durch einen groBen Fraktionieraufsatz langsam abdestilliert. Nach 
etwa 24 Stunden war auch der Isopropylalkohol fast vollstindig tber 
gegangen. Der Riickstand wurde in eine Lésung von 25 g Kaliumhydroxyd 
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in 500 ccm Wasser gegossen, der entstandene Niederschlag abfiltriert, mit 
Wasser gewaschen und in Ather aufgenommen. Die Atherlésung wurde 


' nach dem Trocknen unter Zugabe von etwas Alkohol eingedampft, bis ein 


dickes Ol verblieb. Noch in der Hitze wurde dieses mit sehr viel niedrig 
siedendem Petrolither versetzt. Beim Kochen schieden sich kleine nadel- 
formige Krystalle (4 g) ab. Sie schmolzen bei 151—153°. Aus der Lésung 
erhielt man nach vollstiindiger Vertreibung des Petroliithers und Alkohols 
durch erneute Fillung 13 g eines voluminésen Niederschlags. Das so er- 
haltene rohe 7-Oxysitosterin wurde sogleich weiterverarbeitet. 

Es wurde durch 2 tigiges Stehenlassen mit Benzoylchlorid in Pyridin 
in das Dibenzoat tibergefiihrt. Dieses wurde aus der Lisung mit Wasser 
ausgefallt, dann einige Male mit Methanol gewaschen. Nach 1 maligem 
Aufkochen mit Methanol war das Produkt rein weif und wurde aus Aceton 
unkrystallisiert. 

Bei der Hydrierung des 7-Oxo-sitosterylacetats entstehen immer iso- 
mere 7-Oxy-sitosterine. Benzoyliert man das krystalline Produkt vom 
Schmelzp. 151—153°, so erhilt man ein Dibenzoat, das zwischen 152 und 
156° schmilzt; das aus den Mutterlaugen erhaltene 7-Oxysitosterin liefert 
ein Dibenzoat, das von 136—140° schmilzt. Durch sehr hiufiges, etwa 
20 maliges Umkrystallisieren erhilt man aus einem Dibenzoat vom Schmelz- 
punkt 150—152° schlieBlich einen vermutlich reinen Stoff. Er krystallisiert 
in langen, weichen Nadeln und schmilzt scharf bei 179°. 


19,9 mg Subst.; 2 com Chloroform; / = 1 dm. 
a= +0,96°; [a]}®=+ 96°. 
4,177 mg Subst.: 12,325 mg CO,, 3,440 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 80,81 H 9,16 Gef. C 80,47 H 9,21. 
2,845 mg Subst. (Schmelzp. 150—152°%: 8,44 mg CO,, 2,30 mg H,O. 
Gef. C 80,91 H 9,04. 


Auch die noch niedriger schmelzenden Produkte geben alle richtige 
Analysenwerte. Die spezifische Drehung sinkt aber kontinuierlich. Als 
leicht léslicher Anteil hinterbleibt bei der Reinigung jedesmal ein Dibenzoat- 
gemisch, das bei 120° schmilzt. 

7 Dehydro-sitosterylbenzoat. Zur Darstellung des 7-Dehydro-sito- 
sterins wurde das Dibenzoat des 7-Oxy-sitosterins thermisch zersetzt. Dabei 
spaltet sich zunichst 1 Mol Benzoesiiure ab. Die Ausfiihrung erfolgte so, 
daB das Dibenzoat in Mengen zu 0,4—0,5 g in kleinen Retorten 1—1'/, Stun- 
den im Hochvakuum auf 200° erhitzt wurde. Es hat sich gezeigt, daB es 
nicht notwendig ist, ein hochschmelzendes Dibenzoat zu verwenden; es 
geniigt schon ein soleches vom Schmelzp. 145—150°. Allerdings ist die 
Ausbeute dabei schlechter, und auBerdem tritt eine Braunfirbung des Riick- 
standes ein. Um zu vermeiden, da8 die Dunkelfirbung zu stark wird, mu8 
man ein Vakuum anwenden, das wesentlich unter 1 mm liegt. Geht man 
von noch niedriger schmelzendem Dibenzoat aus, so gelingt es nur schwer, 
aus dem verbleibenden dunklen Ol Kristalle zu isolieren. 

Zur Reinigung wurde der Riickstand der Zersetzung jeweils mit 
Chloroform aufgenommen und die Lésung nach dem Einengen mit Aceton 
gefaillt. Die Ausbeute aus einem Dibenzoat vom Schmelzp. 145—150° an 
reinem 7-Dehydrositosterylbenzoat betrug im Durchschnitt 15°/, d.Th. Es 
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schmilzt bei 149° und krystallisiert aus Ather in teilweise zu Biischeln ver. 
einigten Nadeln. 


20,2mg Subst.; 2 cem Chloroform; / = 1 dm. 


a =—0,55°; [o]2!=— 54°. 
3,306 mg Subst.: 10,160 mg CO,, 2,970 mg H,O. 
C,,.H;,0. Ber. C 83,65 H 10,15 Gef. C 83,76 H 10,28, 


Auch aus niedriger und héher schmelzenden Dibenzoaten wird dieses 
Monobenzoat gewonnen. Das spricht dafiir, daB sich die Dibenzoate nur 
durch die sterische Anordnung der Gruppen an C, unterscheiden. 


7- Dehydro- sitosterin. Die Verseifung des 7- Dehydrositosterylbenzoats 
geschah in der tiblichen Weise. 750 mg, gelost in 100 cem Ather, wurden 
zu 50 cem einer 2 °/, igen methylalkoholischen Kalilauge hinzugegeben. Der 
Ather wurde im Verlauf 1 Stunde langsam abdestilliert. Gleichzeitig wurde 
Stickstoff durch die Lésung geblasen; sobald die Temperatur auf 64° ge- 
stiegen war, wurde abgekiihlt. Die ausgeschiedenen Krystalle wurden ab- 
filtriert, mit Methanol und danach mit Wasser gewaschen, schlieBlich aus 
Athy lalkohol umkrystallisiert. Das 7- Dehydrositosterin ist leicht léslich 
in den meisten organischen Lésungsmitteln wie Ather, Petrolither, Chloro- 
form, schwerer léslich in Alkohol und sehr schwer léslich in Methanol. An 
der Luft fiirbt es sich schon nach kurzer Zeit braun. Es schmilzt bei 144 
bis 145° und krystallisiert in glinzenden, schuppenartigen Blittchen. 


19,9, 25,5 mg Subst.; 2cem Chloroform; / = 1 dm. 
o =— 1,159, —1,49°; [o]?4=— 116°. 


Absorptionsspektrum. 
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7-Dehydro-sitosterylacetat. 220 mg 7-Dehydro-sitosterin wurden mit 
2cem Pyridin und 1 ccm Essigsiiureanhydrid etwa 40 Minuten auf dem 
Wasserbade erwirmt. Nach der Zerlegung mit Wasser, Abfiltrieren und 
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\uswaschen des Niederschlages wurden aus Alkohol 150 mg des in Nadeln 
rystallisierenden Stoffes erhalten. Er ist leicht léslich in Ather und 
aceton, sehr schwer léslich in Methanol und schmilzt bei 151—152°. 


19,3 mg Subst.; 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
a =— 0,689, [a]?! =— 71°. 
5,086 mg Subst.: 15,240 mg CO,, 4,970 mg H,0O. 
C,,Hs.9. Ber. C 81,86 H 11,09 Gef. C 81,72 H 10,91. 


Dasselbe 7-Dehydro-sitosterylacetat wurde auch beim Erwiirmen des 
-Dehydro-sitosterins in wenig Essigsiureanhydrid gewonnen. 


Einwirkung von sichtbarem Licht auf 7-Dehydro-sitosterin. 
3) mg 7-Dehydrositosterin und 30 mg Eosin wurden in 10 cem luftfreiem 
lkohol gelést und unter Sauerstoffausschlu8 dem Licht einer 500-Watt- 
ampe ausgesetzt. Nach 4 Tagen waren verfilzte Nadeln in reichlicher 
Menge ausgefallen. Sie wurden aus Benzol—Alkohol umkrystallisiert. Die 
vebildete Verbindung ist in allen itiblichen Lésungsmitteln duBerst schwer 
lislich. Ein wenig list sie sich in heiBem Benzol, etwas besser in Pyridin. 
Der Schmelzpunkt liegt bei 201—202° unter Zers. 


5,8 mg Subst.; 2 ccm Pyridin, / = 1 dm. 
a =— 0,489, [a]?! =— 165° 


20 mg dieses unléslichen Stoffes wurden durch Behandeln mit Essig- 
siureanhydrid und Pyridin in das Diacetat iibergefiihrt. Dasselbe Diacetat 
wurde dargestellt durch Belichten von 7-Dehydro-sitosterylacetat mit Eosin 
unter LuftabschluB. Das Diacetat krystallisiert in schénen Nadeln und ist 
etwas leichter léslich als das Diol selbst. Es lést sich vor allem schon in 
der Kilte in Benzol. Die Reinigung erfolgte durch Umkrystallisieren aus 
Benzol—Alkohol. Der Schmelzpunkt wurde zu 202—203° ermittelt. 


10,52 mg Subst.; 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
— 0,56°, [a]2° =— 105° 
3,275 mg Subst.: 9,860 mg CO,, 3,160 mg H,0. 
CygH.s0, Ber. C 82,05 H 10,89 Gef. C 82,11 H 10,80. 


7-Dehydro-sitosterylacetat-maleinsaureanhydrid. 200 mg 7-Dehy- 
dro-sitosterylacetat wurden mit 120 mg Maleinsiureanhydrid und 1,5 ecm 
Xylol im EinschluBrohr auf 135° erhitzt. Nach Vertreibung des Xylols 
und des iiberschiissigen Maleinsiureanhydrids im Vakuum wurde der Riick- 
stand mehrmals aus Essigsiureanhydrid, danach aus Eisessig umkrystallisiert. 
Das Produkt ist leicht léslich in Essigester, schwerer in Ather und Essig- 
siiureanhydrid, unléslich in Aceton, Methanol und Petrolither; es schmilzt 
bei 182—183% Beim Erwirmen mit Kalilauge bildet es ein in Wasser und 
Ather schwerlésliches Kaliumsalz, aus dem nur ein Isomeres zuriickzu- 
gewinnen ist. 

2,831 mg Subst.: 7,89 mg CO,, 2,32 mg H,0O. 

C,,;H,,0; Ber. C 76,09 H 9,42 Gef. 


e= 


C 76,01 H 9,17. 


Herrn Prof. Windaus bin ich fiir die Leitung und Unterstiitzung 
der Versuche zu groBem Dank verpflichtet. 











W. Wunderlich, Uber das 7-Dehydro-sitosterin. 
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Uber das 7-Dehydro-stigmasterin. 
Von 


0. Linsert. 


of biol. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitéits-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1936.) 
[ on ig- 


Ebenso wie das 7-Dehydro-cholesterin und das 
7-Dehydro-sitosterin ist auch das 7-Dehydro-stigmasterin 
dargestellt worden. 4s unterscheidet sich vom Ergosterin nur 
dadurch, daB es am Kohlenstoffatom 24 statt einer Methylgruppe 

eine Athylgruppe besitzt. 
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Das bestrahlte 7-Dehydro-stigmasterin ist iiberraschender. 
weise antirachitisch nur schwach oder gar nicht wirksam. 


7-Oxo-stigmasteryl-acetat. 


10 g Stigmasteryl-acetat werden in 500 cem heiBem Eisessig gelis 
und nach dem Erkalten auf 50° allmihlich mit einer Lésung von 8 g Chron. 
siiureanhydrid in Eisessig versetzt. Das Gemisch wird etwa 9 Stunden anf 
50° gehalten. Nach beendeter Oxydation dampft man die Kisessiglisung 
im Vs ‘akuum auf etwa 100 cem ein, extrahiert mit Ather und trennt in Saures 
und Neutrales. Der von sauren Anteilen befreite Atherauszug wird auf 
ein kleines Volumen eingedampft, mit Methylalkohol versetzt und bis zum 
Krystallisationsbeginn eingeengt. Das Rohprodukt wird aus Ather-Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Ausbeute etwa 25°/,. 7-Oxo-stigmasteryl]-acetat 
schmilzt bei 183°, krystallisiert in Blittchen, ist leicht léslich in Ather, 
Aceton, schwer léslich in Methylalkohol. 


5,230 mg Subst.: 15,180 mg CO,, 4,730 mg H,0O. 
C;,H,,03 Ber. C 79,42 H 10,33 Gef. C 79,16 H 10,12. 


7-Oxy-stigmasterin. 


4,8 g 7-Oxo-stigmasteryl-acetat werden in 30 cem trockenem Isopropy!- 
alkohol gelést, hierzu fiigt man 3 g Aluminium-isopropylat und erhitzt das 
Ganze 5 Stunden unter Riickflu8 zum Sieden. Nach beendeter Hydrierung 
und Verseifung verdiinnt man die isopropylalkoholische Lisung mit Ather 
und schiittelt zur Entfernung der Aluminiumverbindungen die iitherische 
Lésung zuerst mit verdiinnter Salzsiiure, dann mit Wasser aus. Die ge- 
trocknete itherische Lésung wird auf ein kleines Volumen eingeengt und 
mit dem fiinffachen Volumen Petrolither versetzt. Nach kurzem Stehen 
scheidet sich das 7-Oxy-stigmasterin in krystalliner Form ab; aus der 
Mutterlauge erhilt man durch abermaliges Einengen und Versetzen mit 
Petrolither weitere Mengen des Diols. Zur Reinigung kann man aus Ather- 
Petrolither oder aus wenig Methylalkohol umkrystallisieren. Ausbeute 3 ¢. 
7-Oxy-stigmasterin krystallisiert aus Methylalkohol in feinen Nadeln und 
schmilzt bei 154°. 


Farbenreaktionen des 7-Oxy-stigmasterins. Beim Erwiirmen mit 
Chloralhydrat auf 100° entsteht sofort eine intensive Blaufirbung. Bei der 
Salkowskischen Reaktion firbt sich die Schwefeisiure rot, das Chloro- 
form blau, gleichzeitig tritt intensiv griine Fluorescenz auf. Mit Antimor- 
trichlorid in Chloroform gibt das Oxy-stigmasterin nach kurzer Zeit eive 
tiefblaue Firbung. 


Di-dinitrobenzoesadureester des 7-Oxy-stigmasterins. 


1 g 7-Oxy-stigmasterin wird in mdglichst wenig Pyridin gelést, mit 
einer Liésung von 1 g 3,5-Dinitrobenzoylchlorid in Pyridin versetzt uné 
20 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt. Das Benzoylierungsgemisch wir 
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mit Wasser durchgeschiittelt, das sich absetzende Rohbenzoat mit Methy]- 
alkohol ausgekocht und das Ungeléste aus Aceton umkrystallisiert. 

Der Dinitrobenzoesiureester krystallisiert in feinen weifen Nadeln, 
die bei 197° unter Zers. schmelzen. 


3,303 mg Subst.: 0,206 cem N, (23°, 754 mm). 
C,3H;,0,.N, Ber. N 6,86 Gef. N 17,18. 


7-Oxy-stigmasteryl-di-benzoat. 2g 7-Oxy-stigmasterin werden in 
6ecm Pyridin gelést und mit einem Gemisch von 5 cem Benzoylchlorid in 
5eem Pyridin versetzt. Nach 15 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
wird das Reaktionsgemisch mit Wasser durchgeschiittelt und das élige Roh- 
benzoat nach dem Absitzen mit Methylalkohol digeriert. Hierbei zerfillt 
das ziihe Ol zu weiBen Gallertkugeln, die sich allmihlich in Biischel feiner 
Nadeln umwandeln. Zur weiteren Reinigung krystallisiert man aus Ather— 
Methylalkohol um. Man 1a8t den Ather freiwillig an der Luft verdunsten, 
bei rascher Ausscheidung wird das Dibenzoat immer als Gallerte abgeschieden, 
die erst nach langem Stehen in krystalline Form tibergeht. Ausbeute 1,8 ¢g 
Dibenzoat. 

Der Benzoesiiureester des 7-Oxy-stigmasterins krystallisiert in feinen 
wolligen Nadeln, schmilzt bei 156—158° und zeigt die Farbenreaktionen 
des freien Diols. 


4,824 mg Subst.: 14,410 mg CO,, 8,950 mg H,0. 
C,H, (C,H; 0)» Ber. C 81,18 H886 Gef. C 81,47 H 9,16. 


7-Dehydro-stigmasteryl-benzoat. 


7-Oxy-stigmasteryl-dibenzoat wird in Portionen von je 1g im Hoch- 
sina 1/, Stunde auf 195° erhitzt. Dabei gehen Benzoesiiure und geringe 
jlige Anteile iiber. Der Erhitzungsriickstand wird in Ather gelist und die 
itherische Lésung auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach kurzem Stehen 
scheidet sich das in Ather schwerlésliche Monobenzoat ab. Die in Ather 
leichtléslichen Anteile werden wiederum wie oben im Hochvakuum erhitzt 
und aufgearbeitet. Dieses wiederholt man so lange, wie sich aus dem Er- 
hitzungsriickstand noch krystallisierte, iitherschwerlésliche Anteile gewinnen 
lassen. Das rohe Monobenzoat wird zuerst mit Ather ausgekocht und dann 
aus viel Ather oder Benzol—Methylalkohol umkrystallisiert. 7-Dehydro- 
stigmasteryl-benzoat krystallisiert in langen Nadeln und vetieadii bei 180°. 


5,814 mg Subst.: 16,430 mg CO,, 4,632 mg H,0. 
CygH-o0g Ber. C 84,00 H9,79 Gef. C 84,32 H 9,75. 


7-Dehydro-stigmasterin. 


1 g 7-Dehydro-stigmasteryl-benzoat wird in 20 ccm heiBem Benzol ge- 
list und allmihlich mit 50 cem 2°/,iger methylalkoholischer Kalilauge bei 
Siedehitze versetzt. Die sllichialiindibaanslinche Lésung wird nach 20 Minuten 
: auerndem Sieden bis zum Krystallisationsbeginn eingeengt. Zur weiteren 
Reinigung krystallisiert man das 7-Dehydro-stigmasterin aus Ather-Me- 
thanol um. 

















O. Linsert, Uber das 7-Dehydro-stigmasterin. 


7-Dehydro-stigmasterin krystallisiert in schmalen Blittchen und schmilzt 
bei 154% Es ist faillbar mit Digitonin und zeigt beim Erhitzen mit Chloral. 
hydrat Blaufirbung. Beim Versetzen einer Chloroformlésung mit Antimon- 
trichlorid tritt sofort Rotfirbung auf, die nach einigem Stehen in Blau iiher. 
geht. Das Absorptionsspektrum ist dem des Ergosterins fast gleich. 


4,922 mg Subst.: 15,260 mg CO,, 4,930 mg H,0. 
C..H,,0 Ber. C 84,81 H 11,30 Gef. C 84,56 H 11,22. 


22,5 mg Subst.: 2 cem Benzol; 1 dm; 
o = — 1,2739: [w]2° =— 118,15°. 


7-Dehydro-stigmasteryl-acetat wird erhalten durch 20 Minuten lange; 
Kochen von 7-Dehydro-stigmasterin mit Essigsiureanhydrid und Umkrystalli- 
sieren des Acetylierungsproduktes aus Ather-Methanol. Es bildet Blittchen 
vom Schmelzp. 172°. . 
4,924 mg Subst.: 14,815 mg CO,, 4,710 mg H,0. 
CoH 4,02 Ber. C 82,24 H 10,69 Gef. C 82,06 H 10,74. au 
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Uber eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
von Vitamin D. 
Von 


Hans Brockmann und Yun Hwang Chen. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Allgemeinen Chemischen Universitits- Laboratoriums 
zu Gottingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juni 1936.) 


3ei Versuchen zur Anreicherung des antirachitischen Vitamins 

aus Lebertran') machte sich das Fehlen einer geeigneten colori- 
metrischen Methode zur Bestimmung von D-Vitamin sehr be- 
merkbar. Wenn auch eine solche Methode den Tierversuch niemals 
ganz zu ersetzen vermag, so kann sie doch bei Anreicherungs- 
versuchen als Wegweiser wertvolle Dienste leisten und dadurch 
die Verwendung des Tierversuches auf die Auswertung der wich- 
tigsten Fraktionen beschriinken. In der Literatur sind eine Reihe 
von Farbreaktionen fiir Vitamin D, beschrieben’) und gelegentlich 
auch zur colorimetrischen Bestimmung vorgeschlagen. Verglichen 
mit den bekannten Farbreaktionen der Sterine sind alle diese 
Nachweisreaktionen schwicher und wenig charakteristisch und 
daher zur quantitativen Analyse nicht besonders geeignet. Eine 
Ausnahme macht eine kirzlich von Halden®) beschriebene Farb- 
reaktion des Vitamin D, mit Aluminiumchlorid, von der wir Kennt- 
nis erhielten, als unsere Methode schon ausgearbeitet war‘). Diese 
neue, zur colorimetrischen Bestimmung brauchbare Reaktion 
schlieBt allerdings die Anwesenheit von Olen aus und erfordert 
die quantitative Entfernung von Vitamin A, eine Bedingung, die 
bei der Priifung unserer Leberélfraktionen nicht zu erfiillen war. 
Die Anwesenheit yon A-Vitamin, das durch seine konjugierten 

') Vorhergehende Mitteilung. 

*) A. Windaus, A. Liittringhaus u. M. Deppe, Liebigs Ann. 489, 
266 (19381); A. Windaus, O. Linsert, A. Liittringhaus u. G. Weidlich, 
Liebigs Ann, 492, 233 (1932); R. Meesemaecker, C. r. Acad. Sci. 190, 216 
(1930); E. Cruz-Coke, C. r. Soc. Biol. 105, 238 (1930); J. Briickner, 
Biochem. Z. 270, 846 (1934). 

*) Naturw. 24, 296 (1936). 


*) Herr Halden war so liebenswiirdig, uns sein Manuskript zur Ein- 
sicht zu tibersenden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLT. 9 
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Doppelbindungen zu Farbreaktionen besonders befihigt ist, be. 
deutet fiir jede colorimetrische D-Vitaminbestimmung ein Hip. 
dernis, das auch dann nicht zu umgehen ist, wenn an Stelle des 
colorimetrischen Vergleiches die photometrische Ausmessung der 
Ultraviolettabsorptionsbande benutzt wird. Diese oft angewandte 
Methode?) ist nach unseren Erfahrungen zur Bestimmung yon 
D-Vitamin im Lebertran ungeeignet, da die zahlreichen Begleit. 
stoffe durch Uberlagerung eine scharfe Auspriigung der Vitamin. 
absorptionsbande verhindern und sich deshalb in manchen Filler 
erst ein Vitamingehalt iiber 25°/, einwandfrei ermitteln laBt. 
Auf der Suche nach einer geeigneten Methode zur Bestimmung 
von Vitamin D haben wir die Reaktion mit Antimontrichlori(, 
die sich zur colorimetrischen Bestimmung, von A-Vitamin bewiihrt 
hat, bei Sterinen und Sterinderivaten niiher untersucht. Farb- 
reaktionen von Sterinen mit Antimontrichlorid sind in der Literatur 
wiederholt beschrieben, in einigen Fiillen sind auch die Absorp- 
tionsbanden der farbigen Reaktionslésungen gemessen worden*, 
Vitamin D, und Vitamin D, geben, wie wir fanden, in Chloro- 
form mit Antimontrichlorid eine orangegelbe Farbung, die nach 
kurzer Zeit ihre gréBte Intensitiit erreicht und eine scharfe, fiir 
beide Vitamine gleich starke Absorptionsbande bei 500 my aut- 
weist. Ebenso wie die beiden Vitamine verhilt sich T'achysterin. 
Alle anderen von uns untersuchten Sterine und Sterinderivate 
zeigen bei der Antimontrichloridreaktion Absorptionsbanden, die 
wesentlich schwicher sind und zum Teil eine andere Lage haben. 
Die beiden Vitamine und 'l'achysterin nehmen also durch ihre 
starke Absorptionsbande*) eine Sonderstellung ein, ihre Antimon- 
trichloridreaktion ist in quantitativer Hinsicht spezifisch. Diese 
Spezifitiét erwies sich als so ausgepriigt, daB wir die Ausmessung 
der Antimontrichloridbande, deren Extinktion der Vitaminkonzen- 
tration proportional ist, zur Grundlage einer quantitativen D-Vita- 
minbestimmung gemacht haben. Durch diese Methode, die sich 
bei Anreicherungsversuchen am Lebertran gut bewahrt hat, kann 
nicht nur das Vitamin neben einem groBen Uberschuf an Sterinen 
bestimmt werden, sondern es laBt sich auch weitgehend der 
stérende Kinflu8 von A-Vitamin ausschalten, der bei der Antimon- 


1) H. Tépelmann u. W. Schuhknecht, Z. f. Vitaminf. 4, 111 (1935). 

*®) H. Goldhammer u. F. M. Kuen, Biochem. Z. 267, 406 (1933). 

*) Es ist naheliegend, die starke Absorptionsbande der Antimon- 
trichloridreaktion auf die Anwesenheit der drei konjugierten Doppelbindunge» 
zuriickzufiihren und zur Ultraviolettabsorptionsbande in Parallele zu setzen. 
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Uber eine Methede zur quantitativen Bestimmung von Vitamin D. 13] 


trichloridreaktion ebenso wie bei anderen Farbreaktionen eine 
einfache colorimetrische Bestimmung von D-Vitamin neben A-Vita- 
min unmdglich macht. Der Unterschied in der Lage der A-Vitamin- 
hande bei 620 mu und der D-Vitaminbande bei 500 mw erlaubt 
es, diese Bande noch neben einem 5—6fachen UberschuB von 
A-Vitamin zu erkennen. Eine quantitative D-Vitaminbestimmung 
mit Hilfe der Antimontrichloridbande kann in verschiedener Weise 
durchgefiihrt werden; z. B. durch Vergleich der zu untersuchenden 
Lisung mit einer Vitaminstandardlésung in einem Colorimeter mit 
Spektralaufsatz, wobei auf gleiche Stirke der Banden eingestellt 
wird, oder durch Ausmessung der Absorptionsbande auf photo- 
graphischem oder lichtelektrischem Wege. 

Wir haben eine Methode gewihlt, die darin besteht, diejenige 
Schichtdicke der Reaktionslésung zu ermitteln, bei der eine ganz 
bestimmte Extinktion vorhanden ist. Bleibt diese Extinktion bei 
allen Messungen die gleiche, dann ist nach dem Beerschen Ge- 
setz die Schichtdicke der Vitaminkonzentration umgekehrt pro- 
portional. Als geeignete Extinktion benutzten wir den Schwellen- 
wert, bei dem die Bande fiir das Auge noch gerade sichtbar ist. 
Diese Art der Bestimmung lift sich mit einfachen Mitteln durch- 
fihren. Die zu untersuchende Lésung wird nach Zusatz von 
Antimontrichlorid in den Keil eines Helligecolorimeters (nach 
Autenrieth) gefiillt, bei dem die eine Hilfte des Vergleichs- 
feldes abgeblendet worden ist'), Der Keil wird mit Hilfe einer 
starken Lichtquelle durchleuchtet, und das austretende Licht in 
einem gradsichtigen Spektroskop, dessen geringe Dispersion die 
Absorptionsbande sehr scharf erscheinen lift, spektral zerlegt”). 
Man stellt die Schichtdicke des Keiles so ein, daB die Absorp- 
tionsbande gerade eben zu erkennen ist, was nach unseren Er- 
fahrungen durch verschiedene Beobachter in recht guter Uberein- 
stimmung miglich ist. Die Genauigkeit der Hinstellung labt sich 
erhdhen durch Benutzung eines Vergleichspektrums oder eines 
gréBeren Spektroskopes, bei dem alle Teile des Spektrums bis 
auf schmale Streifen zu beiden Seiten der Bande abgeblendet 
werden kénnen. Das Colorimeter wird mit einer Reihe von 


') Dadurch, daB die eine dem Keil zugewandte Fliche des Zwillings- 
prismas mit sechwarzem Papier abgedeckt wird. 

*) Steht kein Keilcolorimeter zur Verfiigung, so kann die Messung auch 
in einer Kiivette vorgenommen werden, wobei dann die Reaktionslésung mit 
der Reagenslésung bis zur gewiinschten Extinktion verdiinnt und aus dem Ge- 
samtvolumen der Reaktionslésung die Vitaminkonzentration berechnet wird. 
g * 
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Lésungen verschiedener Vitamin D,-Konzentrationen geeicht. 'Triigt 
man die am Colorimeter abgelesenen Schichtdicken gegen dip 
Vitaminkonzentration in ein Koordinatensystem ein, so erhiilt 
man eine Kichkurve, aus der fiir eine beliebige Schichtdicke dic 
dazugehérige Vitaminkonzentration abgelesen werden kann. Jn 
dem von uns verwendeten Colorimeterkeil konnten Vitaminmengen 
von 0,02—0,4 mg bestimmt werden, wobei die Menge der Reak- 
tionslésung 4—8,2 ccm betrug. 

Die Bestimmung JaBt sich auch mit den Estern der Vitamine 
durchfiihren, ein Umstand, der fiir Fraktionierungsversuche am 
3,5-Dinitro-benzoesiiure-ester des Vitamin D, von Wichtigkeit war, 
Reine Pflanzenédle stéren nicht, so da der Vitamingehalt des 
kiuflichen ,,Vigantols“ ohne weiteres ermittelt werden kann. Ja 
von den Bestrahlungsprodukten des Ergosterins nur ‘T'achysterin 
sich wie Vitamin D, verhilt, wird sich die beschriebene Methode 
auch fiir die Verfolgung des Bestrahlungsvorganges an Stelle der 
Ultraviolettspektroskopie verwenden lassen. Bei der Beurteilung 
der Antimontrichloridreaktion ist zu  beriicksichtigen, daB der 
Empfindlichkeit und Spezifitit Grenzen gesetzt sind, die von der 
Menge und Art der Begleitstoffe abhingen, eine Einschrinkung, 
die fiir alle colorimetrischen oder photometrischen Methoden gilt 
und ihre Anwendbarkeit auf einen bestimmten Konzentrations- 
bereich begrenzt. Aus diesem Grunde wird die quantitative Aus- 
wertung im Tierversuch, dessen Emptindlichkeit und Spezifitit 
von einer Farbreaktion kaum zu erreichen ist, bei geringen 
D-Vitaminkonzentrationen und stark verunreinigten Praparaten 
jeder anderen Methode iiberlegen bleiben. 


Versuehsteil. 


Reaktionen von Sterinen und Sterinderivaten mit Antimon. 
trichlorid. Als Reagenslésung diente eine kalt gesiittigte Lésung von 
Antimontrichlorid in trockenem, alkoholfreien Chloroform, die iiberschiissiges 
Antimontrichlorid enthielt. Bei gutem Ausschlu8 von Feuchtigkeit ist diese 
Lésung lingere Zeit verwendbar. Kleine Alkoholmengen stéren erheblich, 
gréBere Mengen verhindern das Auftreten von Farben. Die Reaktionen 
wurden so ausgefiihrt, daB zu 0,2 cem der zu priifenden Liésung 4 ccm 
Antimontrichloridlésung gegeben wurden. Die dabei im Verlaufe von 10 
bis 15 Minuten auftretenden Farben und Absorptionsbanden sind in der 
Tabelle angefiihrt. Die Schwerpunkte der Absorptionsbanden wurden mit 
einem Spektroskop mit Glasprisma gemessen. In der 4. Spalte ist angegeben, 
in welchem Uberschu8, bezogen auf Vitamin D,, der betreffende Stoff die 
quantitative Bestimmung von Vitamin D stirt. Die Zahlen sind niedrig 
angegeben, so daB auch bei etwas gréBerem UberschuB noch eine Bestim- 
mung méglich ist. 
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Uber eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Vitamin D. 13 








Farbe der Lage der Stért in 














Name Reaktions- | Absorptions-|der n-fachen| Bemerkungen 
losung bande mu Menge 
‘holesterin . . Pa Lés. zuerst farbl. 
Cholesterin gelb 500 80 spit. rotviol. Bdn. 
bei 550, 500 mu 
Sitosterin. . . gelb 500 80 Lés. spiter viol. 
| Ergosterin . . rot ') 550 50 | Nach kurzer Zeit 
| 7-Dehydro- erscheint 2. Bde. 
cholesterin rot 550 50 | bei 500 mu 
| Ergosterin B, . gelb 500 60 
- Lumisterin . . rot 495 30 
Suprasterin I. gelb End-Absorpt. 40 
 Suprasterin IT . gelb ‘4 200 
[sopyrovitamin relb ‘i 400 ‘ a 
Ciofeteriiin hs gine 500 12 Nach kurzer Zeit 
Cholesterilen *). +‘ 500 12 re Bande 
Vitamin A-Kon- bei 545 mu 
zentrat 
6000 CLO. . blau 620 6 








Bestimmung von Vitamin D. Eichung des Colorimeters: Man 
stellt eine Reihe von Vitaminlésungen her, die in 0,2 ccm Mengen von 0,02—0,4 mg 
krystallisiertem Vitamin D, enthalten. Zu 0,2 ccm jeder Liésung wird 4 ccm 
einer kalt gesittigten Lésung von Antimontrichlorid in reinstem Chloroform 
eesetzt. Nachdem die Reaktionslésung in den Keil des Colorimeters gefiillt 
ist, wird genau 10 Minuten nach Zusatz des Antimontrichlorids die Schicht- 
dicke so eingestellt, daB die Bande eben zu erkennen ist. Die Einstellung 
wird, wie schon erwiéhnt, genauer durch Benutzung eines Vergleichsspek- 
trums und Abblendung des Spektrums bis auf schmale Teile zu beiden 
Seiten der Bande. Bei der Eichung und den Messungen muf die Spalt- 
dffnung selbstverstindlich konstant gehalten werden. Als Vitaminkonzen- 
tration haben wir in der Eichkurve die Menge D-Vitamin aufgetragen, die 
in der gesamten Reaktionslésung vorhanden ist. Die Zeit von 10 Minuten 
muS eingehalten werden, weil erst dann die Bande ihre gré8te Extinktion 
zeigt und nach lingerer Zeit die Banden der Begleitstoffe so stark werden 
kinnen, daB die Bestimmung gestért wird. 

Bestimmung von Vitamin D: Eine Menge Substanz, die zwischen 
0,04 und 0,4 mg Vitamin enthalten soll, wird auf der Mikrowage abgewogen 
feste Substanzen in, Ole an einem Schmelzpunktsréhrchen), in 0,2 cem 
Chloroform gelést und mit 4 cem der Reagenzlésung versetzt. Nachdem 
die Reaktionslésung in den Colorimeterkeil eingefiillt worden ist, erfolgt die 
Einstellung der Schichtdicke so, wie es bei der Eichung beschrieben ist. Gleich- 
zeitig wird kontrolliert, ob die Bande bei 500 mu liegt. Aus der abgelesenen 
Schichtdicke wird an Hand der Eichkurve die Menge des Vitamins in der 
gesamten Reaktionslésung ermittelt und daraus der Vitamingehalt der Einwage 
berechnet. Die zu priifende Substanz mu8 absolut frei von Alkohol sein. 


') Bei Gegenwart kleiner Alkoholmengen ist die Lésung blau-violett. 
*) Schmelzp. 80°, dargestellt durch Erhitzen von Cholesterin mit CuSO,, 
Mh. Chem. 17, 29 (1896). 3) Schmelzp. 75—76°, [o]2° = — 28°. 
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Bemerkungen 
zu der Arbeit von K.Wachholder und H. H. Podesta: 


Vergleichende titrimetrische 
und colorimetrische Ascorbinsiure- (Vitamin C-) Bestimmungen, 
Diese Z. 289, 149 (1936). 
Von 
A. Emmerie und M. van Eekelen. 


(Aus dem Hygienischen Laboratorium der Universitét Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 1936.) 


W. und P. folgern auf Grund der mitgeteilten Untersuchungen, 
da8 die Vitamin-C-Bestimmungen nach Bezssonoff, Fujita und 
Tillmans-Harris nicht spezifisch seien. 

Die Methoden von Fujita’) und von Tillmans-Harris*) 
haben wir friiher schon einer kritischen Nachuntersuchung unter- 
zogen. Dabei haben wir die Titrationsmethode von Tillmans- 
Harris verbessert durch Ausfillung der neben Vitamin C vor- 
handenen reduzierenden Substanzen (Glutathion, Cystein, Ergo- 
thionein, Thiosulfat) mittels Quecksilberacetat (und nachfolgender 
Reduktion durch H,S). Diese Methode scheint W. und P. u- 
bekannt geblieben zu sein; sie besitzt den Vorteil, nicht nur 
andere reduzierende Substanzen [in Urinen besonders Thiosulfate *) 
zu beseitigen, sondern erfaSt auch eventuell vorhandene reversibel 
oxydierte Ascorbinsiure. Etwa anwesende Pigmente (gelbe Farb- 
stoffe in Harn und pflanzliche Farbstoffe) werden ebenfalls durch 
diese Fallung entfernt. 

Kine Trennung von Ascorbinsiure und Reduktonen ist mit 
unserer Methode allerdings nicht méglich, kommt aber fiir Harn 
und tierische Organe nicht in Frage. 

') van Eekelen, Acta Brev. Neerl. 5, 41 (1935). 

2) Emmerie, Biochem. J. 28, 268 (1934); Emmerie u. van Eekelen, 
Biochem. J. 28, 1153 (1934); van Eekelen u. Emmerie, Biochem. J. 30, 


25 (1936). 
5) van Eekelen, Acta Brey. Neerl. 4, 137 (19384). 


Berichtigung 

zur Arbeit Th. Wagner-Jauregg und H. W. Rzeppa ,,Vergiftung 

der Glykolyse durch Schwermetall. Reaktivierung durch War- 

burgsches Co-Ferment und durch Eulersche Co-Zymase. (Vor- 
liufige Mitteilung.) Diese Z. 240, Heft 3/4, S. I (1936). 

2. Absatz 3. Zeile von oben lies 1: >5 statt 1:75. 
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Eine einfache sedimetrische Harn-Natrium-Bestimmung 
fir praktische Ernahrungsfragen bei Mensch und Tier. 
Von 
E. Brouwer. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus der Physiologischen Abteilung der Rijkslandbouwproefstation in Hoorn, Holland.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1936.) 


Will man sich ein Urteil itiber die ZweckmiBigkeit der Ernihrung von 
bestimmten Gruppen der Bevélkerung, von einzelnen Personen oder von 


| gewissen Tieren und Tiergattungen bilden, so kann man die Gewichts- 


mengen der zu verzehrenden Nahrungsmittel und des Trinkwassers be- 
stimmen, Durchschnittsproben nehmen und diese analysieren. 

Natiirlich soll der grundlegende Wert von solchen Untersuchungen 
nicht umstritten werden. Praktisch zeigt es sich jedoch als auSerordentlich 
miihsam, mit geniigender Genauigkeit diejenigen Nahrungsmengen (Mineralien 
wie Kochsalz mit einbegriffen) zu bestimmen, welche z. B. eine Arbeiter- 
familie in langeren Zeitintervallen zu sich nimmt, und diese Schwierigkeiten 
werden um so gréBer, wenn man nicht nur die Nahrungsmenge der ganzen 
Familie wissen will, sondern auch, was jeder Erwachsene und jedes Kind zu sich 
nimmt. Die genannten Schwierigkeiten werden natiirlich noch gréBer, wenn es 
sich um die Eingeborenen von nicht oder wenig zivilisierten Lindern handelt. 

Ahnliches kann fiir unsere Haustiere (z. B. fiir weidende Schafe oder 
Kiihe) und a fortiori fiir Wildtiere gesagt werden. Und doch wire es 
auBerordentlich wichtig, gerade von Wildtieren die Nahrung genauer kennen 
zu lernen, um studieren zu kénnen, nach welchen Gesetzen die Nahrungs- 


| aufnahme stattfindet, wenn die Tiere unter vollstindig natiirlichen Ver- 


hiltnissen und bei freier Futterwahl sich nur von den ihnen innewohnenden 


_ Trieben fiihren lassen. 


Weiter bedenke man, da8 man mit der Bestimmung der Menge der 
Nahrungsmittel und deren Analyse noch nicht am Ende ist, denn nur ein 
Teil der Nahrung, d.h. der verdauliche Teil, kann schlieBlich vom Kérper 
ausgenutzt werden. 

Wieder eine andere Schwierigkeit liegt darin, daB die ZweckmiBigkeit 


_ der Ernihrung nicht nur von der Menge der verdaulichen Nihrstoffe, 


sondern auch von der physiologischen Titigkeit oder von der pathologischen 
Stoffwechsellage des Individuums abhingig ist. Denn eine Nahrungsmenge, 
welche fiir einen ruhenden Menschen geniigt, kann fiir eine kérperlich titige 
Person ungeniigend sein. Auch die 6éfters erstaunlichen Leistungen (z. B. 
Milchproduktion, Wachstum) der landwirtschaftlichen Nutztiere miissen bei 
der praktischen Viehfiitterung beriicksichtigt werden, was tatsiichlich bis 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI. 10 
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zu einem gewissen Grade schon lingst geschieht. Ahnliches wiire viel. 
leicht auch fiir andere Funktionen zu iiberlegen. So wire bei Erndhrung;. 
fragen zu bedenken, daB bei starkem Schwitzen mit dem SchweiB dem 
Stoffwechsel erhebliche Mengen Cl und Na entzogen werden’). 

Um alle diese Faktoren zu beriicksichtigen, kann man natiirlich alle 
Einnahmen und Ausgaben bestimmen und Bilanzen aufstellen (C, N, Na, 
Cl usw.). Tatsichlich hat man mit der Bilanzmethode glinzende Ergebnisse 
erhalten; der Aufwand an Arbeit ist jedoch erheblich. Ubrigens_ iiber. 
schiitze man die Bilanzmethode nicht. Denn beim Erwachsenen mu8& es 
sowohl bei reichlicher wie bei geringer Zufuhr von Na, K, Cl usw. nach 
einiger Zeit zum Gleichgewicht kommen. Nur bei sehr starker Uber- oder 
Unterernihrung bleiben die genannten Bilanzen beim Erwachsenen fort. 
wihrend positiv oder negativ, was schlieBlich den Tod zur Folge haben 
muB. Mit solchen Extremen braucht man bei praktischen Ernihrungs- 
fragen jedoch kaum zu rechnen. 


Wir haben uns nun gefragt, inwieweit man durch Unter. 
suchung von Harn und Kot mittels einfacher Methoden 
sich iber die Ernihrung von Mensch und Tier insofern 
orientieren kann, da8 man fiir praktische Zwecke wert- 
volle Ergebnisse erhalt’). Denn wir sind natiirlich davon 
iiberzeugt, daB fir grundlegende Studien das Wiegen der Nahrungs- 
mittel usw. unumgiingig ist. 

Zwar hat man in jiingster Zeit versucht auch durch Blut- 
untersuchung zu beurteilen, ob die Aufnahme von gewissen 
Futterbestandteilen geniigend ist oder nicht, und in dieser Weise 
tatsiichlich erfreuliche Ergebnisse gehabt; im allgemeinen kann 
man jedoch sagen, daB die Zusammensetzung des Blutes 
sich erst dann deutlich andert, wenn recht groBe Ab- 
weichungen vonder optimalen Ernahrung vorhanden sind. 


Bei unseren eigenen Untersuchungen haben wir uns zuerst 
dem Harn zugewandt. Schon vor einigen Jahren, als wir das 
Saurebasengleichgewicht von Milchkihen bei Fiitterung mit 
Mineralsduresilage studierten*), zeigte es sich recht gut méglich, 
den Basenzusatz zu diesem Futter, also die Basenernihrung, |e 
nach dem Harnbefund zu regeln. 


1) Vgl. hieriiber auch: Chaussin, Bull. Soe. sci. d’hyg. aliment. 21, 
314 (1933). 

2) Vgl. iiber dieses Thema auch Brouwer in De Nieuwe Veldbode 
Nr. 42 (1935). Wir erinnern daran, dab man in einigen Fiillen Natrium- 
unterernihrung mit der Lecksucht des Rindes in Zusammenhang ge 
bracht hat. 

3) Brouwer, Verslagen landbk. Onderz., 40 C, 893 (1934); Tierernaéhrung, 
7, 1 (1985); vgl. auch Verslagen landbk. Onderz., 1936. 
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Eine einfache sedimetrische Harn-Natrium-Bestimmung usw. 1387 


Nachher haben wir den Kalium- und Natriumgehalt des 
Harns ins Auge gefaBt, denn unter praktischen Verhiltnissen 
geigte sich der Harn des Rindes in vielen Fallen fast vdllig 
Natrium-frei'), Was nun das Natrium anbetrifft, so weiB man, 
daB (wenigstens beim Menschen) eine kleine Menge fiir die Kot- 
bildung nétig ist; auch fiir das Wachstum, die Milchabsonderung, 
die SchweiBbildung usw. ist Natron erforderlich; die fir die 
Harnbildung unumgingigen Mengen sind sehr klein. Der Teil, 
der fir die zuerst genannten Funktionen nicht gebraucht wird, 
wird hauptsichlich mit dem Harn entfernt. Daraus geht hervor, 
daB es méglich sein mu durch Untersuchung des Harns ein 
Urteil dariiber zu bekommen, ob die Natriumernihrung mehr oder 
weniger reichlich ist, und zwar denken wir uns die Sachlage vor- 
liufig so, daB fiir optimale Stoffwechselverhaltnisse die mit dem 
Harn zu entfernende Natriummenge nicht zu groB und auch nicht 
zu klein sein soll. Vielleicht wird man sogar ein (vorlaufig nicht 
senau bekanntes) Optimum fir dieses Harn-Natron bestimmen 
kénnen; die Lage des Optimums wird jedoch vermutlich auch von 
anderen Faktoren (z. B. von dem K/Na-Verhiltnis) abhingig sein. 
Jedenfalls hat man bei der Bestimmung des Natriums im Harn 
den groBen Vorteil, daB die fir Kot, SchweiB, Milch usw. 
gebrauchten Mengen automatisch subtrahiert worden 
sind, so daB gewissermaBen der Netto-UberschuB, der 
sich im Harn anhiuft, bekannt wird. Bei der Bestimmung 
der Natriummenge in der Nahrung lernt man dagegen nur die 
Bruttomengen kennen. Wenn die Harn-Natriummenge also sehr 
gering ist, wie es in den erwihnten Kuhharnen der Fall war, so 
ist eine Natriumunterernihrung zwar nicht bewiesen, aber doch 
nicht unwahrscheinlich. 

Die Harn-Natriumbestimmungen kann man natiirlich im 
Tagesharn ausfiithren. Vielleicht kann man jedoch auch mit der 
Analyse von einer Anzahl Einzelportionen auskommen, wenn man 
zu gleicher Zeit Kreatininbestimmungen vornimmt. 

Betrachtet man die erheblichen Schwankungen des Harn-Natriums, 
so kann man wohl sagen, daB gréBte Genauigkeit der Methodik, auf der 
wir sonst in unserem Institute bei Bilanzversuchen den gré8ten Wert legen, 
fiir den oben erwihnten Zweck iiberfliissig ist. Schon seit vielen Jahren 
sind wir gewohnt unsere Methoden zu wihlen je nach der Genauigkeit, 


welche wir brauchen, und dem Zeitaufwand, welche die verschiedenen zur 
Verfiigung stehenden Methoden erfordern. Wir halten es nicht fiir 


) Vgl. Anm. 2, S. 136. 


10* 
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gebrauchen kann und welches nicht. 


Fiir eine schnell arbeitende Natriumbestimmung haben wir 


auf die Hamburgersche ,,Bestimmung von Niederschligen au § ; 
mikrovolumetrischem Wege“?) zuriickgegriffen, welches Verfahren § 
fiir Reihenanalysen sehr geeignet ist. Das Prinzip dieses Ver-§ 
fahrens besteht bekanntlich darin, daB in der zu untersuchenden & 
Lésung das betreffende Prizipitat erzeugt und von diesem durch § 


Zentrifugalkraft das Volum ermittelt wird in fein kalibrierten 
glisernen Réhrchen, auf denen Trichterchen von relativ grofen 
Inhalt geschmolzen worden sind (Chonohimatokriten). Bei den 
von uns benutzten Chonohaimatokriten hat der trichterférmige 
Teil einen Inhalt von etwa 2,5 ccm; die Capillare ist in 100 Teile 
eingeteilt, ihr Gesamtinhalt betragt 0,040 ccm (mit geringen Ab- 
weichungen). In dem mit Hilfe von CaO von Phosphat befreiten 
Harn wurde nun mittels Uranyl—Zink-Acetat in dem Trichter des 
Himatokriten ein Niederschlag erzeugt, dessen Volum in dem sich 
unter dem Trichter befindenden Capillarréhrchen nach Zentri- 
fugieren bestimmt wurde. Die Zusammensetzung des Reagenses 
findet man in Butler und Tuthill, J. of biol. Chem. 98, 171 
(1931) und in Peters und van Slyke, Quant. clin. Chemistry, 
TL. II (1932) 732. 


Arbeitsweise. In einem Zentrifugenrohr werden 2 ccm Harn 
mit etwa 70 mg CaO gemischt, welches Gemisch man _ unter 
wiederholtem Schiitteln +/, Stunde stehen léBt. Sodann wird 
zentrifugiert. 

In den Trichter eines Chonohimatokriten miBt man 2 ccm 
Uranyl—Zink-Acetatreagens in der Weise, daB die Capillare frei 
von Fliissigkeit bleibt. Es wird genau 0,2 ccm von dem soeben 
zentrifugierten Harn mittels einer Capillarpipette aufgeschichtet: 
sodann riihrt man einige Minuten mit einem fein ausgezogenen 
Glasstab und laiBt 1 Stunde stehen. Jetzt fillt man mit Hilfe 
des erwihnten Glasstabes auch die bis jetzt leer gebliebene 
Capillare mit Fliissigkeit und zentrifugiert 15 Minuten. Etwaige 


') Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden, Abt. |, 
Tl. 3 (1921) 855. 


unwissenschaftlich eine weniger genaue, schnell arbeitende Methode 2 — 
gebrauchen, wenn man damit prinzipiell dasselbe Ergebnis erhalten kann, & 
wie mit einer miihsamen genaueren Methode. Vielmehr scheint uns das 3 
Gegenteil der Fall zu sein, zumal es meistens nicht schwierig ist mittel & 
statistischer Methoden sich dariiber klar zu werden, welches Verfahren man § 
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Eine einfache sedimetrische Harn-Natrium-Bestimmung usw. 


'Teile des Niederschlages, welche sich dabei an der Trichterwand 
'abgesetzt haben, werden mittels eines Gummipfrépfchens los- 


as acl gemacht, worauf wieder 15 Minuten zentrifugiert wird. Sollte die 
t oy | Oberfliiche in der Capillare nach dem zweiten Male zentrifugieren 


nicht genau waagerecht liegen, so kann man ein wenig des Nieder- 
'schlages aufwirbeln und aufs neue 15 Minuten zentrifugieren. 


In der soeben beschriebenen Weise haben wir in einer An- 


_zabl Kubharne mikrovolumetrische (sedimetrische) Chonohamato- 
| kritbestimmungen gemacht. Daneben haben wir den Na,O-Gehalt 
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' nach Veraschen gravimetrisch [ebenfalls mittels Uranyl—Zink- 
 acetat2)] bestimmt; das sich im Kuhharn in reichlicher Menge 
| befindende Kalium wurde im zuletzt genannten Fall teilweise 
' mittels NH,ClO, entfernt. In beiden Fallen handelte es sich um 


Doppelbestimmungen. 
Das Ergebnis ist in dem Diagramm (Fig. 1) dargestellt 


| worden. Tatsachlich zeigt es sich, daB eine recht hohe Korrelation 


zwischen beiden Bestimmungen besteht. Aus einer Berechnung 
nach der Methode der kleinsten Quadrate ging hervor, daB einem 
Haimatokritteilstrich 3,49 mg Na,O pro 100 ccm entsprechen; also: 
(1) 3,49 x Anzahl der Teilstriche = Na,O (mg pro 100 ccm). 
Die Gerade in Fig.1 hat die Gleichung: 
X = 8,49 x Anzahl der Teilstriche. 
1) Butler, Tuthill, J. of biol. Chem. 93, 171 (1931). 
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E. Brouwer, 


Wir heben jedoch nochmals nachdriicklich hervor, daB es 
sich hier nur um eine semi-quantitative Natriumbestimmung 
handelt. Bei der Anwendung des Verfahrens sollen dann und 
wann Kontrollbestimmungen daher nicht vernachliissigt werden, 
denn Krystallisationsprozesse sind von vielen Faktoren abhiingig, 
so dah die soeben angegebene Formel in anderen Fiillen und bej 
anderen Tierarten vielleicht ein wenig anders sein kann. 


Einen dieser Faktoren, welche das Niederschlagsvolum beeinflussen, 
haben wir schon kennengelernt, nimlich den Kaliumgehalt des Harns. Es 
wurde in den oben erwiihnten Harnen nimlich auch der Kaliumgehalt be 
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stimmt. Wurde nun auch dieser Kaliumgehalt beriicksichtigt, so lieferte 
die Berechnung nach der Methode der kleinsten Quadrate folgendes: 


(2) 3,52 [1—0,217(K,O — 1,40)] x Anzahl d. Teilstriche = Na,O (mg pro 100ccm). 


Der K,O-Gehalt ist in dieser Formel in Gramm pro 100 cem angegeben 
worden. Der durchschnittliche K,O-Gehalt war in diesen Harnen 1,40 ¢ 
(0,9 bis 2,1 g) pro 100 ccm; in der Formel (2) ist also mit der Abweichung vom 
Durchschnittskaliumgehalt gerechnet worden, um einen Vergleich mit der 
Formel (1) ohne weiteres zu erméglichen. Ubrigens kann man die zweite 
Formel auch wie folgt schreiben: 


4,59 (1 — 0,1663 K,O) x Anzahl Teilstriche = Na,O. 

Man bedenke jedoch, da8 Anwendung der Formeln auBer dem oben 
angegebenen K,0-Bereich (also auber etwa 1—2°/, K,O) nicht ohne weiteres 
erlaubt ist. 

Nennt man die Anzahl der Teilstriche 7, so kann man die Forme! (2) 
auch folgendermaBen schreiben: 


3,52 T — 3,52 x 0,217 (K,O — 1,40) 7’ = Na,O. 
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Kine einfache sedimetrische Harn-Natrium-Bestimmung usw. 141] 


Wir haben nun die tatsichlich gravimetrisch gefundenen Na,O-Werte 


'mit dem zweiten Glied dieser Formel korrigiert, also mit 3,52 x 0,217 
' (K,0 — 1,40) 7’, und dann aufs neue ein Diagramm hergestellt, also mit 
' den urspriinglichen Z7'-Werten und den korrigierten Na,O-Werten (Fig. 2); 
| die Gleichung der geraden Linie in der Figur ist: X = 3,52 T. Wie man 
| sieht, liegen die Punkte jetzt noch erheblich dichter bei der geraden Linie 
| als in der Fig. 1. 


Ks ist also klar, da& das Volum des Niederschlages durch 


S den K-Gehalt der Fliissigkeit beeinfluBt wird, und zwar wird 
| dieses Volum um so gréBer, je héher der K-Gehalt ist. In einigen 
_ Versuchen mit reinen KCl—NaCl-Lésungen haben wir das ibrigens 


bestiitigen kénnen. Nichtsdestoweniger glauben wir, daB es bei 
nicht zu groBen Schwankungen des K-Gehaltes fiir den eingangs 
erwihnten praktischen Zweck kaum ndotig ist, diese Schwankungen 
zu beriicksichtigen; die schon friiher erwihnten Kontrollbestim- 
mungen sollen jedoch nicht vernachlissigt werden. 


Zusammenfassung. 


Ks wurde iiber die Bedeutung der Harnanalyse fiir prak- 
tische Ernihrungsfragen und iiber eine semi-quantitative Harn- 
Natriumbestimmung nach dem Hamburgerschen sedimetrischen 
Prinzip berichtet. 

















Tryptophan und Chlorophyll 
in Keimblattern mutierender Gerstensorten. 


Von 
Nils Léfgren. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1936.) 


I. Tryptophangehalt in den Gerstenkeimblittern. 


Wie in einer friiheren Arbeit erwihnt wurde!) liegt es nahe, 
einen Zusammenhang zwischen f-Indolylalanin, Tryptophan und 
Gramin anzunehmen. Wir haben deswegen quantitative Trypto- 
phanbestimmungen an verschiedenen Linien vorgenommen und 
den Tryptophangehalt mit dem Gramingehalt verglichen. Bereits 
friiher sind in diesem Institut solche Analysen ausgefiihrt”) worden, 
welche indessen keine eindeutigen Resultate ergeben haben. Mit 
besserer Apparatur und besser entwickelter Methodik haben wir 
diese Versuche wieder aufgenommen. Unsere Methodik folgt im 
wesentlichen dem von Folin und Ciocalteu’) angegebenen Ver- 
fahren, welches spater von Folin und Marenzi‘) modifiziert 
wurde. Statt der beschwerlichen und 4AuBerst zeitraubenden 
18—20 stiindigen Hydrolyse auf dem Sandbad haben wir ein be- 
deutend einfacheres AufschlieBungsverfahren im Autoklaven nach 
dem Vorgang von Deseé®) angewandt. Die alte colorimetrische 
Methode ist ersetzt worden durch Extinktionsmessung im Stufen- 
photometer, was auch eine erhebliche Verfeinerung der Messung 
bedeutet. Aus den abgelesenen Extinktionswerten wurde der 
Tryptophangehalt einer Kalibrierungskurve entnommen, welche 
in folgender Weise festgelegt worden war. 


1) Euler, Hellstrém u. Lofgren, Diese Z. 234, 151 (1935). 

*) Euler, Burstrém, Hellstrém u. Kéhler, Diese Z. 212, 53 (1932). 
3) J. of Biol. Chem. 78, 627 (1927). 

‘) J. of Biol. Chem. 83, 89 (1929). 

5) Biochem. Z. 271, 142 (1934). 
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. Ein abpipettiertes Volumen von Tryptophanlésung (20 mg Tryptophan 
- auf 100 cem n-HCl) wurde in einem 50 ccm-MeBkolben mit normaler Salz- 
' siure bis zum Volumen 10 cem versetzt. Hierauf wurden 15 ccm gesittigte 
' Sodalésung zugegeben, ferner 2,5 ccm des von Folin und Ciocalteu be- 
' schriebenen Wolframatreagenses und schlieBlich Wasser bis zur Marke. 
' Die Extinktion wurde im Stufenphotometer nach 30 Minuten gemessen. 


Zusammenhang zwischen der Extinktion und der Konzentration 

des Tryptophans, gemessen im Stufenphotometer mit Rotfilter S 72. 
/ on | 2,0 6,0 10,0 14,0 18,0 20,0 26,0 30,0 34,0 
Extinktion em—! 0,187 0,465 0,470 0,940 1,15 1,88 1,57 1,70 1,78 


Das Pflanzenmaterial wurde auf folgende Weise behandelt. Die am 


' gleichen Tag abgeschnittenen Pflanzen wurden 2 Tage lang im Vakuum- 
' exsiceator iiber P,O, getrocknet, hierauf fein gemahlen und noch einen 
_weiteren Tag getrocknet. Von dem so erhaltenen Pflanzenmehl wurden 
_ etwa 200 mg in eine Einschmelzréhre (Jenaglas) eingewogen und mit 10 g 
| 20°),iger Natronlauge iiberschichtet. Nach Zuschmelzen wurde das Auf- 
schlieBen 2'/, Stunden lang im Autoklaven bei 150° durchgefiihrt. Die 
_ Produkte der Hydrolyse wurden heiB unter Umschiitteln mit 5 cem 
_4n-Schwefelsiure versetzt, dann abgekihlt und mit 10 cem Wasser ver- 
' dinnt. Nach weiterem Zusatz von 2,5 cem Schwefelsiiure wurde zentri- 
' fugiert und die etwas triibe Lésung in einen 50 ccm-MeBkolben filtriert. 
| Die Fillung wurde 2mal mit kochendem Wasser ausgewaschen und die 
_ Waschwisser wurden nach Zentrifugieren mit der Hauptlésung vereinigt. 
| Nun wurden 25 cem der auf 50 ccm aufgefiillten Lésung in einer Zentri- 
_ fugenréhre mit 4 cem 15°/,iger Mercurisulfatlésung in 2 n-Schwefelsiure 
_vermischt. Nach 3 Stunden wurde die Fillung abzentrifugiert und zuerst 
mit 10 cem 1,5 °/,iger Mercurisulfatlésung in 2 n-Schwefelsiure gewaschen, 
' und dann in ebensoviel 0,1 n-Schwefelsiiure. Die Fiallung wurde mit 
' 10cem n-HCl aufgeriihrt, worauf die Zentrifugenréhre '/, Stunde lang im 
' kochenden Wasserbad gehalten wurde. Die Lésung wurde vom ungelésten 
| Material abfiltriert und in einem 50 cem-MeBkolben mit 15 ccm gesiittigter 
| Sodalésung, 20 cem Wasser und 2,5 cem Wolframatreagens versetzt. Nach 
30 Minuten Zusatz von 1,5 cem 1/, °/,iger Natriumcyanidlésung und Wasser 
| bis zur Marke. Die Extinktion der Lésung wurde, wie oben beschrieben, im 
_ Stufenphotometer gemessen, die Resultate sind in Tab. 1 zusammengestellt. 


Kin Zusammenhang zwischen Gramin- und Tryptophangehalt 


_trat nicht zutage. Bei Xanthaurea finden wir allerdings einen 
_ niedrigeren Gehalt von Tryptophan als bei der entsprechenden 
| normalen Pflanze, deren Gehalt_an Gramin erheblich geringer ist 
_ als derjenige von Xanthaurea.~ Da indessen Goldgerste, welche 
' kein Gramin enthilt, den gleichen Wert zeigt wie zwei gramin- 
 fihrende normale Pflanzen, erscheint ein Zusammenhang als aus- 
 geschlossen. Den niedrigeren Wert von Xanthaurea treffen wir 
' auch bei Albina 3. oF Der niedrigere Tryptophangehalt bei den 











144 















Nils Léfgren, 


Tabelle 1. 
Letzte Spalte gibt uns den Gramingehalt in Prozent des Frischgewichtes, 
[Vgl. hierzu Euler, Hellstrém und Lofgren, Diese Z. 234, 151 (1935)) 


Mutanten ist bemerkenswert und zeigt, daB die Degeneration }oj 
den chlorophylldefekten Typen sich auch auf das KiweiB erstreckt, 




























































Trocken- | Extink-|Trypto-|Trypto- a 
Sippe gewicht | tion | phan | phan | Mittel | 77° 
g em~' | y/eem "le "lo 
Prim II und Prim IT het | 0,2049 0,96 14,2 0,69 0.67 
Xanthaurea ‘10,1589 | 0,73 | 10,3 | o65 | 7 
Xanthaurea . 0,1131 0,52 6,8 0,60 
0.1298 | 0,52 6,8 | 0,52 fo. 0,1 
0,1097 | 0,46 5,9 | 0,54 
Go x Chev u, Go x Chev | 90,1836 | 0,82 11,7 0,64 
het alb 3 0,1795 | 0,87 125 | 0,69 foe 0,1 
0,2127 | 1,06 | 16,0 | 0,75 
Albina 3 0,2078 | 0,85 12,2 0,59 
0,1904 | 0,73 | 10,2 | 0,54 {008 0 
0,1718 | 0,74 | 10,4 | 0,60 
Goldgerste 0,1984 | 0,90 13,1 0,66 | 
0,2079 | 0,945 | 13,9 | 0.67 |$0,66] 0 
0,2182 | 0,95 i40 | 0,65 |J 


















Nach Erhitzen von Gerstenblittern im Trockenschrank bei 
40—60° konnte auch spektrophotometrisch Tryptophan oder ein 
tryptophanhaltiges Spaltprodukt im Alkoholextrakt der getrockneten 
Blatter nachgewiesen werden’). (Das Chlorophyll wurde zuerst 
mit Ather, hierauf das Tryptophan mit absolutem Alkohol heraus- 
gelist.) Dieses eigentiimliche Verhalten scheint spezifisch fir 
Tryptophan gerade im BlatteiweiB von Gerste zu sein und konnte 
in der gleichen Weise nicht bei den entsprechend behandelten 
Blattern von Hafer und von Plantago media L gefunden werden. 


II. Der Chlorophyligehalt in chlorophyllmutierender Rontgengoldgerste. 


Euler, Bergman, Hellstrém und Burstrém’) haben vor 
einiger Zeit ein groBes Material von der Réntgenmutation 1—1934 
und 2—1934 untersucht, und zwar hinsichtlich des Chlorophyll- 
gehaltes der griinen Homo- und Heterozygoten. Es hatte sich 


1) Euler, Hellstrém u. Lifgren, Diese Z. 234, 151 (1935). 
®) Hereditas (Lund) 21, 119 (1935). 
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| gezeigt, daB Homo- und Heterozygoten den gleichen Gehalt an 

Chlorophyll besaBen. In diesem Zusammenhang mag daran er- 

‘jnnert werden, daB solche Untersuchungen bereits viel friiher an 
verschiedenen mutierenden Linien von Gerste mit dem gleichen 

Ergebnis ausgefiihrt worden waren. Das Verhiltnis —— 

| normal 

| Réntgenmutation 2—1934 (ihr defekter gelbgriiner Homozygot wurde 


‘mit RnE2 bezeichnet), ergab den Wert 0,142. Den fiinf ver- 


schiedenen Réntgenmutationen, an welchen wir Messungen an- 


gestellt haben, geben wir folgende Bezeichnungen: 





Heterozygot Homozygot 
| Réntgenmutation 1-1935 Go het RnE 1 RnE 1 (weib). . . Go 
‘s 3-1935 Go het RnE 3 RnE 3 (gelbgriin) Go 
a 4—1935 Go het RnE 4 RnE 4 (griingelb) Go 
ms 5-1935 Go het RnE5 RnE 5 (weiB). . . Go 
‘ 6-1935 Go het RnE6 RnE 6 (weiB). . . Go 








Die griinen Homozygoten saimtlicher Mutationen werden 


' mit Go bezeichnet (Go als Verkiirzung von Goldgerste). Ver- 
| schiedene Linien innerhalb einer und derselben Mutation werden 
| nach Nilsson-Ehle mit verschiedenen Nummern bezeichnet (vgl. 
| Tab. 2). Die Gerstenkérner wurden nach 24 stiindigem Weichen 
| in '/, °/,iger Hydroperoxydlésung zwischen Filtrierpapier in Blech- 
| kisten zum Keimen gebracht. Nach 3 Tagen setzten wir die 


keimenden Samen dem diffusen Tageslicht aus. Nach weiteren 


| 5 Tagen wurden etwa 10 Pflanzen jeder Sorte gewogen und mit 
| Alkohol bis zu einem gewissen Volumen extrahiert, wonach die 
| Chlorophyllextinktion im Doppelmonochromator bei 2 = 668 mu 
| bestimmt wurde. 


Das Verhiltnis defekt /normal hat fiir Réntgenmutation 3 den 


0,085 __ * . . 0,072 _ 
a” 0,121 und fiir Réntgenmutation 4 _—* 0,27. 


Wie aus folgenden Tab. 2 und 3 hervorgeht, zeigen die nor- 


'malen griinen Pflanzen keine Variation. Die etwas niedrigeren 
Werte von Go, Go het RnE6 und Go, Go het RnE5 kénnen auf 
_Yerschiedene physiologische Bedingungen zuriickgefiihrt werden, 


hesonders auf die Lichtverhiltnisse; die beiden genannten Sorten 


' waren in einem anderen Kasten belichtet. Das Verhiiltnis defekt: 
-tormal hat bei Réntgenmutation 3 etwa den gleichen Wert wie 


bei der obenerwihnten Réntgenmutation 2—1934. 








MeBvolumen = 25 cem. 


Nils Lofgren, 


Tabelle 2. 


Schichtdicke = 0,503 cm. 































































































































Frisch- _ | Extink- yo 
N ric x % i Pp y a r/o 
Nr. |[gewicht} log ; tion gehalt ing /g 
g em”! mg 
Go, Go het RnE1 | 256 | 0,655 | 0,272 | 0,541 | 0,181 | 0,28 
255 | 0,690 | 0,289 | 0,575 | 0,192 | 0,28 | 
254 | 0,717 | 0,300 | 0,596 | 0,199 | 0,28 ' 0.9 
253 | 0,702 | 0,302 | 0,601 | 0,200 | 0,29 | 
252 | 0,697 | 0,298 | 0,593 | 0,198 | 0,28 
Go, Go het RnE3 | 398 | 0,663 | 0,275 | 0,547 | 0,183 | 0,28 
397 | 0,662 | 0,286 | 0,569 | 0,190 | 0,29 
396 | 0,673 | 0,314 | 0,624 | 0,208 | 0,31 | 0,29 
395 | 0,665 | 0,298 | 0,593 | 0,198 | 0,30 
394 | 0,713 | 0,310 | 0,616 | 0,206 | 0,29 
Go, Go het RnE 4 406 0,693 | 0,283 | 0,563 | 0,188 | 0,27 
405 | 0,619 | 0,248 | 0,493 | 0,165 | 0,27 
404 | 0,652 | 0,270 | 0,537 | 0,179 | 0,271 99. 
403 | 0,643 | 0,252 | 0,501 | 0,167 | 0,26{ °°! 
402 | 0,677 | 0,264 | 0,525 | 0,175 | 0,26 
401 | 0,684 | 0,304 | 0,604 | 0,202 | 0,29. 
Go, Go het RnE5 | 437 | 0,667 | 0,315 | 0,627 | 0,209 | 0,31 
436 | 0,703 | 0,388 | 0,672 | 0,224 | 0,82 
435 | 0,638 | 0,316 | 0,628 | 0,210 | 0,33 | 9», 
434 | 0,694 | 0,344 | 0,684 | 0,228 | 0,33; °° 
433 | 0,620 | 0,304 | 0,604 | 0,202 | 0,33 
432 | 0,622 | 0,312 | 0,620 | 0,207 | 0,33 
Go, Go het RnE6 | 626 | 0,688 | 0,316 | 0,629 | 0,210 | 0,31) 
625 | 0,585 | 0,275 | 0,547 | 0,182 | 0,31 
624 | 0,598 | 0,298 | 0,592 | 0,198 | 0,33 9 5, 
623 | 0,690 | 0,325 | 0,647 | 0,216 | 0,31/{ ~ 
622 } 0,711 | 0,320 | 0,687 | 0,212 | 0,30 
621 | 0,722 | 0,312 | 0,621 | 0,207 | 0,29 
Tabelle 3. 
MeBvolumen = 15 cem. 
Frisch- iis _ | Extink- a 
‘ chicht-|)  % . phyll- acta 
Nr. |gewicht dicke log : tion gehalt mg/g 
g em! mg 
RnE3 | 397 | 0,909 | 1,264 | 0,210 | 0,166 | 0,0333 | 0,037 
395 | 0,671 | 2,004 | 0,232 | 0,116 | 0,0232 | 0,035 7 0,035 
394 | 1,775 | 0,967 | 0,292 | 0,202 | 0,0605 | 0,034 
MeBvolumen = 10 cem. 
RnE4 | 406 | 0,521 | 0,967 | 0,283 | 0,293 | 90,0392 01075 | 0.07 
404 | 0,811 | 0,967 | 0,403 | 0,417 | 0,0557 | 0,069f ” 
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Bilden wir nun den Chlorophyllquotienten RnK 3: RnE 4, 
s) erhalten wir auf 1°/, genau das Verhiltnis 1:2. Vollkommen 
genau hatten vorher Euler, Hellstrém und Léfgren’) dieses 
einfache Verhiltnis bei der Primus II-Serie angetroffen. Das 
Verhiltnis zwischen den Mutanten Xanthalba und Xanthaurea 
beide aus Prim IT het gespalten), erwies sich nimlich genau = 1: 2, 
nimlich 0,085: 0,17. 

Die aus Goldgerste durch spontane Mutation erhaltenen Sippen 
Albina 7, Xantha 3 und Alboxantha 1 ergaben die Chlorophyll- 
werte 0,021, 0,11, 0,19 [vgl. hierzu die Mitteilung von Euler, 
Hellstré6m und Burstrém, Diese Z. 218, 241 (1933)]. 

Als Verhiltnis finden wir mit groBer Genauigkeit 1:5: 10. 

Es hat den Anschein, daB bei solchen Mutationen die Chloro- 
phyllwerte der Mutanten in einem einfachen Verhialtnis zueinander 
stehen. 

Die Chlorophyllwerte der normalen Pflanzen kénnen in dieses 
Verhaltnis nicht mit einfachen Zahlen eingeordnet werden. Dies 
liBt sich durch die. Annahme deuten, dab eine gréBere Ver- 
schiedenheit im Verhiltnis zwischen den beiden Chlorophyll- 
komponenten a und b in den defekten und den normalen Pflanzen 
besteht. Hellstrém und Burstrém?) haben gefunden, daB defekte 
Pianzen vom Xanthatypus nur die eine Komponente enthalten, 
uimlich Chlorophyll a. 


Herrn Prof. H. vy. Euler danke ich fiir seine wertvolle Hilfe. 


!) Diese Z. 284, 152 (1935). 
*) Biochem. Z. 268, 221 (1933). 














Zur Kenntnis der Co-Zymase. X. 
Phosphatase und Co-Zymase. 


Von 
K. Myrbiick und B. Ortenblad. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1936.) 


Ks konnte friher gezeigt werden’), daB bei der Behandlung 
gereinigter Co-Zymase mit Nierenphosphatase bei p, = etwa 9 
die Aktivitit der Co-Zymase vernichtet wird und daB dabei 
freies Phosphat abgespaltet wird. In einer spiteren Arbeit wurde 
gezeigt, daB sich Knochenphosphatase in derselben Weise verhiilt?, 
Untersucht man aber die damals gewonnenen Versuchszahlen 
naher, so fallt es auf, daB die Geschwindigkeit der Inaktivierung 
der Co-Zymase in keinem konstanten Verhaltnis zur Phosphatase- 
aktivitiit der Enzymlésungen steht, wobei die Phosphataseaktivitiit 
durch Spaltung von Glycerophosphat in Veronalpuffer ermittelt 
wurde: 




















Spaltet Glycero- | Inaktiviert Co-| Verhiiltnis der 
Phosphatase m 
phosphat zu Zymase zu proz. Spaltungen 
Trockenpriparat aus 
Schweineniere . .]17°/, in 20 Min.| 60°, in 3 Std. 2,5 
Lésung aus Schweine- 
ae 45°/, in 30 Min. | 41°/, in 3 Std. 6,5 
Knochenphosphatase | 17°/, in 30 Min.| 8°/, in 3 Std. 13 


Zuzufiigen ist, daB in einem Fall ein phosphatatisch aktives 
Trockenpraparat aus Niere gegen Co-Zymase wirkungslos gefunden 
wurde. Die Tabelle zeigt, daB das Verhiltnis der Geschwindig- 
keiten so stark wechselt und daf sogar bei den zwei Priparaten 
aus Niere der Unterschied so grof ist, daB man sich frigt, ob 
er durch den verschiedenen Reinheitsgrad der Phosphatasepripa- 
rate, d. h. durch nicht enzymatische Begleitstoffe in den Enzym- 
lésungen, bedingt sein kann. Zu beachten ist nimlich, daB nach 
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' meinen friiheren Untersuchungen®), die inzwischen von Kuler 
und Mitarbeitern ganz bestiitigt worden sind‘), die Co-Zymase 
nicht, wie anfangs geglaubt wurde, ein einfacher Phosphorsiure- 
' ester (Mononucleotid) ist, sondern dab die Phosphorsiuregruppe 
| (baw. -gruppen) zweifach gebunden sind, so daf also die Co-Zymase 


proAtom P nur eine gegen Phenolphthalein titrierbare saure Gruppe 


 pesitzt. Da die Spezifititsverhaltnisse der Phosphatasen bzw. die An- 
| zahl phosphatatisch wirksamer Enzyme noch nicht ganz bekannt sind 
' und tiber die Angreifbarkeit spezieller dinucleotidartiger Verbin- 
' dungen durch Phosphatase im Voraus nichts ausgesagt werden 
' kann, so kénnten die angefiihrten Verhiiltnisse andeuten, daf die 
_ Wirkung der Praparate auf die Co-Zymase primar keine Wirkung 
der gewohnlichen Phosphatase sei. Man kénnte z.B. denken, daB 
| zuerst, vielleicht durch die Wirkung des alkalischen Puffers die 


(o-Zymase in normale Mononucleotide zerfallt und erst dann die 
Phosphatase zur Wirkung kommt und anorganisches Phosphat 
freigesetzt wird, wobei die groBe anwesende Phosphatasemenge 
die entstehenden Mononucleotide sofort spaltet, so daB die Phos- 
phatabspaltung mit der Inaktivierung parallel geht. Eine aus 
mehreren Griinden wahrscheinlichere Annahme ist, daB in den 
relativ unreinen Phosphataselésungen ein Knzym in geringer Menge 


| vorhanden ist (eine Dinucleotidase?), die aus der Co-Zymase Mono- 


nucleotide hervorgehen lift, die dann von der ,normalen“ Phos- 
phatase weiter zerlegt werden. Da alles dies fiir die Kenntnis 
sowohl der Co-Zymase wie die der Phosphatase nicht ohne Inter- 
esse ist, haben wir einige Versuche mit gercinigter Nierenphos- 
phatase angestellt. 

Die Co-Zymase wurde wie gewohnlich durch Giirungsversuche mit 
Apo-Zymase bestimmt. Besondere Versuche zeigten, dab weder die Phos- 
phataselésungen noch der Veronalpuffer dabei schidigt. Sowohl Girungs- 
als Spaltungsversuche wurden bei 30° ausgefiihrt. Phosphorbestimmungen 
nach Embden nach Fillung mit Trichloressigsiure. Die zu den Versuchen 
angewandte Co-Zymaselésung war ein in der gew6hnlichen Weise gewonnenes 
Priiparat, das gegen eine zur Verfiigung stehende Apo-Zymase einen ACo-Wert 
von 70000 zeigte. Rechnet man den Reinheitsgrad (unter allem Vorbehalt, 
vgl. unten) auf eine ,,Normal-apo-zymase“ um‘), so findet man ACo etwa 
200000. Zwei Nierenphosphataselésungen wurden angewandt: 

1. Ein Toluol-Wasser-Autolysat aus Schweinsniere wurde mit viel Al- 
kohol gefillt, der Niederschlag mit Wasser geschiittelt und filtriert: Phos- 
phataselésung 1, Trockengewicht 4,0 mg/ccm. 7 

2. Schweinsniere wurde nach Albers *) mit Wasser—-Alkohol—Athylace- 
tat-Toluol 5 Tage autolysiert, klar filtriert und mit 65°/, Alkohol gefillt. 
Niederschlag mit Alkohol und Ather getrocknet. Fiir die Versuche eine 
0,1°/, Lésung = Phosphataselosung 2. 
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A. Wirkung auf Glycerophosphat. 2 cem Glycerophosphatlésung 
= 5 mg P), 2 cem 10°/,iger Veronalpuffer (py = 9), 3 ccm Phosphataselésung 
1 bzw. 6 cem Phosphataselésung 2. Wasser zu 10 ecm. 














in a Minuten Phosphataselésung 1 | Phosphataselésung 2 
, 10 7 | 26,5 
20 84,6 | 50,1 
35 ite | 68,2 
40 49,9 | Son 
60 59,0 | - 
120 — | 100 
1400 100 | - 





Die Spaltung des Glycerophosphats geht also mit der Lisung? 
etwa 40°/, schneller als mit Lisung 1. (Zu beachten ist, daB trotz 
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der groBen Puffermenge die Aciditiit der Lésung nicht ganz un- 
verandert bleibt. Darauf kann die Form der Spaltkurven teilweise 
beruhen.) 


Inaktivierung der Co-Zymase mit denselben Phosphataselésungen. 
Da die Co-Zymaselisung wie gewéhnlich stark sauer war, wurde 
sie zuerst mit Lauge auf p,, = 8,5—9 gebracht. p,, der Versuchs- 
mischung wurde vor und nach dem Versuche mit der Wasser- 
stoffelektrode gemessen. Inaktivierungskurven in der Fig. 1. 

Versuch 1: 3 cem Phosphatase 1 + 1 cem Co-Zymaselésung 3! 
+ NaOH + Puffer + Wasser auf 10 ccm. Zu verschiedenen Versuchszeiten 


wurden Proben herausgenommen und verdiinnt. Jedesmal 2—4 Giirversuche. 
In der Figur sind nur die Mittelwerte eingezeichnet (Punkte). 


Versuchsreihe a: py, = etwa 8,5 
Py = anfangs 6,87, am Ende 8,68 


C: Py = anfangs 9,03, am Ende 8,85 
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Versuch 2: 6 ccm Phosphatase 2 + 1 ccm Co-Zymase 31 + 3ccm 


Puffer und Alkali. Vier Versuchsreihen: py = 9,01 — 8,92. Kreuze in der 
| Fig. 1. 


Man sieht aus der Figur, daB, wihrend die unreine Phos- 


| phatase die Co-Zymase sehr schnell inaktiviert (bis 40°/, in 
einer Stunde), die Wirkung der phosphatatisch aktiveren, reineren 


Lisung 2 viel schwicher ist (etwa 6°/, pro Stunde). Das Verhiiltnis 
der Wirkungen auf Glycerophosphat und auf die Co-Zymase ist 
hei den zwei Lésungen etwa: 

Phosphatase 1. Verhiltnis = 2,6 

Phosphatase 2. Verhiltnis = 25. 

Ks ist also ganz deutlich, daB mit steigendem Reinheitsgrad 
der Phosphatase die Wirkung auf Co-Zymase stark abnimmt, 
Dies dirfte wohl nur so gedeutet werden kénnen, daB in den 
rohen Phosphataselésungen aufer der ,,gew6hnlichen“ Phosphatase 


noch ein Enzym (auch eine Art Phosphatase) vorhanden ist, die 


entweder die Co-Zymase unter Inaktivierung in Mononucleotide 
zerlegt oder vielleicht die totale Dephosphorylierung der Co-Zymase 


 bewirkt, wihrend die ,gewoéhnliche* Phosphatase ohne Wirkung 
auf die aktive Co-Zymase ist. (Durch Kochen inaktivierte Co- 
® Zymase wird durch Phosphataselésungen nicht schneller dephos- 
| phoryliert als aktive. Dies ist ja auch nicht zu erwarten, da bei 
der Hitzeinaktivierung in neutraler bis schwach alkalischer Lisung 


keine Mononucleotide entstehen.) 
Uber die Art der die aktive Co-Zymase angreifenden Phos- 
phatase kann noch nichts Bestimmtes gesagt werden. Zwei Er- 


| klirungen sind in Betracht zu ziehen: 


1. Wenn die Co-Zymase nach der von mir friiher*) gemachten 


| Annahme ein Diester der Ortho-phosphorsiiure ist, so wire an- 


zunechmen, daB das Enzym eine Phosphodiesterase ist. Eine 
solche ist schon friiher in Niere und anderen Geweben nach- 


gewlesen 8), 


2. Wenn die Co-Zymase nach der Annahme yon Euler und 
Mitarbeitern ein Diester der Pyrophosphorsiiure sein sollte, so 
wire wohl das Enzym als eine Pyrophosphatase zu beschreiben. 
Die Anwesenheit von mindestens einer Pyrophosphatase in der 
Niere ist bekannt’). 


Bestimmung der Co-Zymase mit Apo-Zymase. 

Als die Methodik der Co-Zymasebestimmung von Euler und 
Myrbiack’) angegeben wurde, wurde fiir die Bestimmung des 
Reinheitsgrades (ACo) folgende Versuchsmischung vorgeschrieben: 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI. ll 
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0,2 g trockene Apo-Zymase, 

0,1 g Glucose, 

5—10 mg Zymophosphat, 

0,5 cem 10°/,iger Phosphatpuffer, py}, = 6,2—6,6, 
1,5 eem Co-Zymase bzw. Wasser. 


Die Menge der Apo-Zymase wurde so gewihlt, daB bei kleinen 
Co-Zymasemengen eine miBige Steigerung der Apo-Zymasemenge 
keine nennenswerte VergréBerung der Girgeschwindigkeit gab, 
Die Co-Zymase war von der Apo-Zymase ganz ausgenutzt. Ks 
verdient hervorgehoben zu werden, daB schon damals angenommen 
wurde, daB die Co-Zymase dadurch wirkt, daB sie mit einem 
Enzym (oder wie man vielleicht jetzt besser sagen wiirde: Mit 
einem Traiger) eine dissoziierbare, aktive Verbindung gibt. 

Die Brauereihefe, woraus die Apo-Zymase hergestellt - wird, 
hat sich aber, obgleich in der Brauerei keine wesentlichen Ver- 
iinderungen der Arbeitsweise vorgenommen worden sind, mit 
den Jahren so verindert, dab nunmehr 0,2 g Apo-Zymase mit 
einer gewissen kleinen Co-Zymasemenge nicht mehr die maximale 
Girung gibt. Die Apo-Zymasemenge bei den Bestimmungen 
wurde dann auf 0,3 und schlieBlich auf 0,4 g erhéht, wobei aber 
bei noch so kleinen Co-Zymasemengen die Giirgeschwindigkeit 
nicht von kleinen Anderungen in der Apo-Zymasemenge un- 
abhingig ist. Man will daraus schlieBen, daB die Apo-Zymase 
weniger ,Zymase“ enthilt. Dieser SchluB ist aber wahrscheinlich 
nicht richtig, denn die nicht ausgewaschene Trockenhefe zeigt 
eine sehr gute Girwirkung. Man mu8 dann annehmen, daB die 
Verainderung beim Waschen eintritt, und es liegt nahe anzu- 
nehmen, daf dabei andere fiir die Giarung notwendige Stoffe in 
Lésung gehen als die Co-Zymase. Man denke z. B. an Mg. Ver- 
suche zeigten indessen, daB ein Zusatz von Mg-salzen die Gir- 
wirkung der schlechten Apo-Zymase nicht verbesserte. Weiter 
kann untersucht werden, ob die bei der Apo-Zymasedarstellung 
erhaltenen Extrakte, die also neben der Co-Zymase alle extrahier- 
baren Stoffe der Trockenhefe enthalten, sich bei der Co-Zymase- 
bestimmung anders verhalten als reinere Co-Zymasepriparate. 


Zwei Trockenhefen wurden aus der Brauereiunterhefe Hb ohne be- 
absichtigte Unterschiede in der Methodik dargestellt. Die zwei Hefeliefe- 
rungen waren vielleicht schon von der Brauerei aus verschieden; besondere 
Griinde, warum sie verschieden sein sollten, bestanden aber nicht. Die 
Girwirkung der Trockenhefen wurde gepriift: Trockenhefe + 0,1 g Glucose 
+ 10 mg Zymophosphat + 0,5 cem Puffer + 1,5 cem Wasser bzw. Co-Zymase 


(etwa 100 Co). 
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Hefe eem CO, pro Stunde 
005g TrockenhefeA.......... 3,6 
0,05 g - A + Co-Zymase ... 6,0 
01 g 2 OG, eetriihie see. 6 12,0 
01 g 9 A + Co-Zymase ... 15,0 
0,05 g * See ae ee 1,4 
0,05 g - B + Co-Zymase .. . 4,3 
01 g ” eee eee 5,0 
01 g - B + Co-Zymase .. . 7,0 


Man findet also, vor allem aus den Versuchen mit UberschuB 
von Co-Zymase, daB die Trockenhefe A etwa doppelt so viel 
,Zymase“ enthalt als B. Weiter findet man wie gewéhnlich, daB 
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die Girgeschwindigkeit bei kleinen Trockenhefemengen ohne Zu- 
satz von Co-Zymase gar nicht proportional der Hefemenge ist, 
was selbstverstiindlich damit zusammenhingt, daB sich die Co- 
Zymase (und eventuell andere Stoffe) der Trockenhefe in der 
Lisung verteilen. 

Bei der Priifung der zwei aus den Trockenhefen gewonnenen 
Apo-Zymasen A und B kamen folgende Co-zymasehaltige Lésungen 
zur Anwendung: 

Extrakt B = frischer Wasserextrakt 1:7 aus Trockenhefe B, 


Kochsaft R = Kochsaft 1:5 aus frischer Prebhefe, 
Gereinigte Co-Zymase (ACo = 50000, vgl. unten). 


Die Resultate der Girversuche sind in der Fig. 2 zusammen- 
gefaBt, wo die Gargeschwindigkeit als Funktion der Menge zugesetzter, 
Co-zymasehaltiger Lésung veranschaulicht ist. 


Wir finden: 
11* 
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1. daB zwischen den Kurven fiir den Rohextrakt B und die 
gereinigte Co-Zymaselésung keine deutlichen Unterschiede be. 
stehen. Erklirung fiir die kleine Girwirkung der Apo-Zymase 
mit gereinigter Co-Zymase ist also nicht die, daB bein 
Waschen andere notwendige Stoffe als die Co-Zymase in den 
Extrakt gehen. 


2. daB die Kurven fiir die zwei Apo-Zymasen nicht nur eine 
verschiedene Lage, sondern auch eine véllig verschiedene Form 
haben. Wahrend die Apo-Zymase B eine stark gekriimmte Kurve 
gibt, ist die Kurve der Apo-Zymase A in dem untersuchten grofen 
Gebiet eine Gerade. Rechnet man fiir eine ganz kleine Co-Zymase- 
menge den ACo-Wert aus, so findet man mit Apo-Zymase B 
einen etwa 5mal so hohen Wert wie mit A. Man kénnte geneist 
sein dies so zu deuten, daB die Apo-Zymase B viel mehr ,,Zymase“ 
enthalt als A, so daB die anwesende Co-Zymasemenge im ersten 
Falle viel besser ausgeniitzt wird als im zweiten. Dies kann 
aber nicht zutreffen, denn dann miiBte die Kurve B bei groben 
Co-Zymasemengen noch viel héher als A liegen. Statt dessen 
liegt sie unter A. Ohne auf die Deutung dieser Verhiltnisse 
hier niher einzugehen, sei nur darauf hingewiesen, daB die mit 
solchen Apo-Zymasepriparaten ermittelten ACo-Werte nur eine 
ganz beschrinkte Bedeutung haben. Es ist sogar kaum médglich, 
ACo-Werte, die z. B. mit der Apo-Zymase B gewonnen sind, auf 
eine ,,Normal-Apo-Zymase“ umzurechnen, da die Kurve schon von 
Anfang an stark gekriimmt zu sein scheint. Mit solchen Apo- 
Zymasepraparaten wie B kann man erstaunlich hohe ACo-Werte 
erhalten. So gab z. B. ein Co-Zymasepriparat, dessen ACo-Wert 
mit einer damals*) vorhandenen Apo-Zymase zu 225000 be- 
stimmt wurde, mit Apo-Zymasen vom Typus B ACo-Werte bis 
zu 550000. 


Wie notwendig auch die Bestimmung der Girungsaktivierung 
ist, um den Reinheitsgrad eines Co-Zymasepraparates festzustelien 
und besonders um den Gang der Isolierarbeit zu kontrollieren, 
so mu zugegeben werden, daf bei den reinsten nunmehr erhiilt- 
lichen Praiparaten der ACo-Wert wenig sagt, da der Charakter 
der jetzt erhaltlichen Apo-Zymasepriaparate zu unbestimmt ist. 
Fiir die Bestimmung der Reinheit der Praiparate treten die rein 
chemischen Merkmale mehr in den Vordergrund, darunter besonders 
die leicht ausfiihrbare Bestimmung des Hypojoditverbrauches vor 
und nach Erhitzung in schwachem Alkali sowie die alkalimetrische 
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id die JF Bestimmung der bei der Alkaliinaktivierung entstehenden sauren 
e he. — Gruppe [Lactontitration, vgl. eine folgende Arbeit?®)). 
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Zur Darstellung einiger Blutfarbstoffderivate. 
Von 


A. Hamsik. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Karls-Universitat in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Mai 1936.) 


Hamatin. 


Freies Himatin (Oxyhimin) C,,H,,O,N,Fe unterscheidet sich | 


von seinem Halbanhydrid (Himatin- oder Oxyhiminhalbanhydrid 
C,,H,.0,,,.N,Fe und von seinem Anhydrid (Hiimatin- oder Oxy- 


haiminanhydrid) C,,H,,O,N,Fe: 1. durch seine Reaktivitiit, 2. durch 
seine Léslichkeit. Beide EKigenschaften sind weiter nach dem 
Aggregatzustand abgestuft. 

1. Freies amorphes Himatin gibt mit kalter etwa 80°/ iger 
Ameisensiure fast sofort schéne Krystalle des Formylhiimins. 
Freies_ krystallisiertes Himatin gibt dieselben Krystalle, aber 
langsamer. Anhydrisiertes Himatin gibt unter denselben Bedin- 
gungen die erwihnten Krystalle nicht. 

Freies amorphes Hamatin gibt mit kaltem Eisessig selr 
bald schéne Krystalle des Acetylhimins, wahrend krystallisiertes 
Himatin traiger reagiert. Anhydrisiertes Himatin gibt unter 
denselben Bedingungen keine neuen Krystalle. 

Daraus, daB weder das Halbanhydrid noch das Anhydrid 
direkt mit Ameisensiiure und mit Essigsiure die entsprechenden 
Himine geben, kann geschlossen werden, daB bei der Bildung 
des anhydrisierten Himatins wahrscheinlich das am Fe gebun- 
dene Hydroxyl unter Wasseraustritt reagierte. Diese Bindung 
wird bei Darstellung des Chlorhimins und durch Einwirkung von 
Alkalien gespalten, wobei krystallisierte Alkalisalze*) entstehen 
kénnen; in diesen werden zuerst die Carboxylwasserstoffe, spiiter 
aber auch andere Wasserstoffatome durch Alkalimetall ver- 


treten. 


1) A. Hamsik, Diese Z. 133, 177 (1924); 182, 117 (1929). 
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2. Freies amorphes Haimatin ist in Pyridin leicht léslich, 
wihrend krystallisiertes Himatin in Pyridin nur gering ldéslich 
ist. Sowohl das Halbanhydrid als auch das Anhydrid werden 
yon Pyridin schwer gelést. Amorphes freies Himatin wird von 
5°/,iger Natriumbicarbonatlésung allmihlich gelést; krystallisiertes 
Himatin ist darin auch, aber noch etwas langsamer, léslich, 
wihrend das Halbanhydrid und das Anhydrid darin binnen meh- 
rerer Stunden unléslich sind und erst spiter sehr allmiéhlich in 
Lésung gehen. 

Bei der Darstellung des freien Hiimatins sind besonders drei 
Punkte zu beachten: 1. Freies Himatin wird ziemlich leicht teil- 
weise anhydrisiert, 2. freies Himatin kann leicht einen kleinen 
Teil seines Eisens verlieren, 3. freies Himatin kann durch Kin- 
wirkung der verwendeten Reagenzien beschidigt werden. 


Darstellung des freien amorphen Himatins. 


A. In alkoholischem und acetonischem Milieu. 

1. Direkt aus Blut. Die Darstellung geschah nach den a.a.0.') 
beschriebenen Methoden. Die erhaltenen Rohoxyhiminpriparate 
waren durch Lipoidstoffe und EiweiBderivate verunreinigt. 

2. Aus Rohoxyhaimin, dessen Halbanhydrid und Anhydrid. 
Die Rohpriiparate wurden zuerst mit Alkohol und Ather extra- 
hiert und so von den Lipoidstoffen befreit, alsdann wurden sie 
in methylalkoholischer Kalilauge gelést und durch Filtration von 
den eiweiBartigen Riickstinden getrennt. Die Lésungen wurden 
weiter nach dem a, a. 0O.") beschriebenen Verfahren verarbeitet. 

Bemerkung zu den Analysen. Zur Analyse wurden alle Priiparate 


bei 100—105° getrocknet. Alle Mikroanalysen wurden von A. F. Richter 
ausgefiihrt. 

Priiparat 1. 4,826, 5,783 mg Subst.: 11,420, 13,63 mg CO,, 2,635, 
3,055 mg H,O, 0,568, 0,680 mg Fe,Q,. 

Priparat 2. 0,0652 g Subst.: 0,0080 g Fe,O3. 

Priparat 3. 0,0762 g Subst.: 0,0097 g Fe,O,. 


C,,H,,0,N,Fe Ber. C 64,45 H. 5,25 Fe 8,82 
Gef. 1. 5, 64,54 », 6,11 97 9,25 

5, 64,28 99 9,92 5, 98,22 

2. ii ad ” 8,58 

Soe a, Pt » 8,90 


4, Mittelwert aus ilteren Analysen*) 9,01. 


') Diese Z. 190, 212A 2a.y und 213B (1930). 
*) Diese Z. 190, 21411, B b.a (1930). 
*) Diese Z. 148, 106 (1925). 
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Mehrmals gereinigte Priiparate zeigten einen verminderten Eisengehalt, 
der fiir eine teilweise eingetretene Abspaltung spricht; iiber die Abhilfe 
vgl. weiter unten. 


3. Aus Chlorhimin. Das Chlorhiimin wurde analog wie das 
Oxyhimin, aber 2mal behandelt. 

Eigenschaften des freien amorphen Himatins. Alle 
frischen Praparate waren in Pyridin leicht léslich; solche mit 
etwa gleichem Volum Petrolither vermischte Lésungen gaben 


bald krystallisiertes Pyridinhimatin. Alle Priparate gaben auf 


dem Objektglas und auch im Probierrohr mit kaltem Lisessig 
sehr bald schéne Krystalle des Acetylhimins, mit etwa 80°/, iger 
Ameisensiure schéne Krystalle des Formylhamins. Frische Pri- 
parate reagierten besser und schneller als alte Priiparate. Selbst- 
verstindlich gaben sie auch regelrechte Teichmannsche Kry- 
stalle. Mit 5°/,iger methylalkoholischer Kalilauge gaben sie bald 
schief ausléschende Krystalle des Kaliumhimatins. Von 5°/,iger 
Natriumbicarbonatlésung wurden sie nur langsam gelist. Wenn 
frisches noch feuchtes Himatin portionsweise in Methylalkohol 
unter Schiitteln eingetragen wurde, konnte ziemlich gefirbte 
Lésung ohne gréBeren Riickstand erzielt werden. Aus dieser 
Liésung krystallisierte dann das Himatinhalbanhydrid aus (vel. 
dieses auf 8. 161). Anhydrisiertes Hiimatin blieb aber als unlis- 
licher Riickstand zuriick, wenn frisches amorphes Himatin von 
ungeniigender Menge Methylalkohol iibergossen und extrahiert 
wurde. Das Filtrat war hier nur gering gefarbt und der Riick- 
stand entsprach seinen Eigenschaften nach anhydrisiertem Hi- 
matin. Frisches amorphes Himatin wurde auch von geniigender 
Menge Athylalkohol oder Ather fast ohne Riickstand gelist. 

Wenn das aus der alkoholisch-alkalischen Loésung durch 
Ansauern niedergeschlagene amorphe Himatin nicht bald ab- 
filtriert, sondern lingere Zeit in der Mutterlauge belassen und 
erst dann abfiltriert wurde, wurden Priaparate von dunklerer 
Farbe erhalten, die hauptsichlich aus Haimatinhalbanhydrid be- 
standen, besonders wenn sie zuletzt mit Alkohol und Ather 
extrahiert wurden }), 

Wenn das unter 2. beschriebene Verfahren, welches seiner- 
zeit als ,,Reaktivieren“ bezeichnet wurde”), mehrmals wiederholt 
wurde, resultierten zuletzt Himatinpraparate, die bedeutend 





1) Diese Z. 183, 105 u. 106 (1929). 
2) Diese Z. 183, 269 (1929) u. 186, 263 (1930). 
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weniger Kisen enthielten und weder Krystalle des Formylhimins 
noch die des Acetylhimins noch regelrechtes Chlorhimin gaben. 
' Das Fe muBte bei dem Reaktivieren, also beim Lésen in der 
| Lauge, Ansiéuern und Waschen verloren gehen. 


Priparat a. 0,1630 g Subst.: 0,0200 g Fe,0,. 
Priparat b. 0,0736 g Subst.: 0,0082 g Fe,0;. — 0,0730 g Subst.: 
0,0082 g Fe,O3. 
Ber. Fe 8,82 Gef. Fe 8,58, 7,79, 7,85. 


Es wurde versucht, das Ansiuern bei dem Reaktivieren mit 
Kisessig, in dem zuvor etwas Eisenpulver gelést wurde, auszu- 
fihren. Auf diese Weise wurden reaktivierte Himatinpraparate 
erhalten, welche sehr schnell mit EHisessig und mit Ameisenséure 
schén ausgebildete Krystalle und auch regelrechtes Chlorhimin 


_gaben, aber zu hohen Kisengehalt aufwiesen und in Methylalkohol 


nur sehr gering léslich waren. 
0,1072 g Subst.: 0,0142 g Fe,O,. 
Ber. 8,82 Gef. 9,26. 


AuBerdem wurde versucht, iltere Priparate mit niedrigerem 
Eisengehalt, welche mit Eisessig und mit Ameisensiure nicht mehr 
krystallisierten, zu restituieren. Die Priparate wurden in methyl- 
alkoholischer Kalilauge gelést, die Lésung wurde mit eisen- 
haltigem EKisessig angesiiuert, der Niederschlag wurde aber erstnach 
einigen Stunden abfiltriert, mit verdiinnter Essigsiure und Wasser 
gewaschen. Die Priparate krystallisierten jetzt wieder mit 
Ameisensiiure und mit Eisessig, aber die Formen der Krystalle 
waren nicht scharf, sondern abgerundet; auch das Chlorhimin 
hatte abweichende Formen. Der Hisengehalt war zu hoch. 


0,0770 g Subst.: 0,0166 g Fe,O,. 
Ber. 8,82 Gef. 10,54. 


Viele, besonders mehrmals gereinigte Priparate des freien 
Himatins und auch diejenigen des Himatinhalbanhydrids ver- 
darben mir nach verschieden langer Zeit, so daB sie nicht mehr 
regelrechte Teichmannsche Krystalle gaben und nicht reakti- 
viert werden konnten. Diese Vera’nderung ist wahrscheinlich dem 
mangelhaften Eisengehalt mancher Priparate und, analog wie 
bei dem Protoporphyrin, dem ungesiittigten Charakter der Ver- 
bindungen zuzuschreiben. Die Chlorhiminpraparate dagegen 
waren jahrelang stabil. Die Himatinanhydridpraparate blieben 
6 Jahre unverindert. 
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B. In waiBrigem Milieu. 

1. Dasselbe Ausgangsmaterial und dasselbe Verfahren, wie 
bei A 2, nur wurde zum Lisen 3—5°/,ige wiBrige Natronlauge 
verwendet. 

2. Das Chlorhimin wurde ebenso, aber zweimal behandelt. 

Die Eigenschaften dieser Himatinpriparate entsprachen 
den unter A beschriebenen, aber die aus ihnen dargestelltey 
Haminkrystalle, besonders diejenigen des Chlorhimins, zeigten 
auBer typischen Formen auch deformierte Gebilde. Dieses Ver- 
halten spricht fiir eine teilweise Beschiidigung. Diese war gréBer, 
wenn anstatt Essigsiure verdiinnte Schwefelsiure zum Ansiiuern 
verwendet wurde, wenn die alkalische Lisung lingere Zeit vor 
dem Ansiiuern stehen blieb und wenn gréBere Mengen auf einmal 
verarbeitet wurden, da hier alle Manipulationen linger dauerten, 


Darstellung des freien krystallisierten Himatins. 


1. Aus dem Pyridinhimatin. 

1g frisches amorphes Hiimatin wurde in 60 ccm Pyridin 
gelést, das Filtrat wurde auf einmal mit 60 ccm Petroliither ver- 
mischt. Das Pyridinhiimatin begann bald zu krystallisieren. Die 
Krystalle wurden nach 24 Stunden abfiltriert. Sie waren den 
Teichmannschen Krystallen ihnlich, Wenn aber das Aus- 
gangshimatin einen verminderten Hisengehalt zeigte und iilter 
war, waren auch Krystalle mit abgerundeten Enden ziemlich 
stark vertreten. Sie wurden mit Pyridinpetrolither und Petrol- 
iither gewaschen und zuerst bei Zimmertemperatur, dann bei 105° 
getrocknet. 

3,545 mg Subst.: 8,43 mg CO,, 1,61 mg H,O, 0,435 mg Fe,Og. 

C,,H;,0,N,Fe Ber. C 64,45 H_ 5,25 Fe 8,82 

Gef. ,, 64,85  ,, 5,08 » 8,58. 

Der héhere C-Gehalt spricht fiir teilweise eingetretene An- 
hydrisierung und der niedrigere Fe-Gehalt spricht fiir mangel- 
haften Eisengehalt des Ausgangshimatins. Dasselbe Verhalten 
zeigt auch das Priparat von H. Fischer’). 


2. Aus dem Acetylhiimin. 


Durch Hydrolyse?). 1g amorphes Himatin wurde portions- 
weise in 50—100 ccm LEisessig eingetragen. Die schén aus- 


1) H. Fischer, A. Treibs, K. Zeile, Diese Z. 193, 156 (1930). 
*) A. Hamsik, Diese Z. 148, 103 (1925) und 190, 211 (1930). 
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gebildeten, schief auslischenden Krystalle des Acetylhimins 
nn, Wie @ wurden nach 24 Stunden abfiltriert, mit Kisessig und dann lin- 
onlauge MH vere Zeit mit Wasser zur Erzielung der Hydrolyse gewaschen. 

Die Krystalle behielten ihre Form, waren aber nun — im Gegen- 
1andelt, # satz zu dem’Acetylhimin — in Pyridin schwer lislich. Sie gaben 
rachen # pit 80°/,iger Ameisensiure bald neue Krystalle des Formy]l- 
Stellten # himins. Von 5°/,iger Natriumbicarbonatlésung wurden sie lang- 
zeigten MF sam geldst. 


8 Ver. 

gréBer, | Hamatinhalbanhydrid. 

siiuern | Das Hiimatinhalbanhydrid ist das haufigste Produkt, welches 
"it vor HM an der Stelle des Hiimatins erhalten wird. 

iy 1. Amorphes oder undeutlich krystallinisches Halbanhydrid 


wurde erhalten, wenn frisch gefalltes Hiimatin a) lingere Zeit in 
der wiiBrig-alkoholischen oder acetonischen Mutterlauge belassen 
1S. und b) nach Abfiltrieren mit Alkohol und Ather extrahiert wurde’). 

Die Anhydrisierung ist hier dem Alkohol (bzw. Aceton und Ather) 
yridin zuzuschreiben, wie folgende Versuche beweisen: Frisch gefilltes, 
r ver. jg Boch feuchtes amorphes Himatin wurde portionsweise in Methyl- 
. Die @ alkohol eingetragen und durch Schiitteln gelést. Kin UberschuB 
1 den @ You Farbstoff wurde vermieden, denn beim UberschuB8 geht der 
Aus. @@ Farbstoff zwar auch in Lésung, fallt aber zu bald schon vor dem 
Filtrieren aus. Die méglichst konzentrierte Lésung wurde filtriert 


bees und in zwei Teile geteilt: a) Die eine Hilfte wurde stehen ge- 
strol- lassen. Nach etwa 3 Stunden begann die Krystallisation. Die 
105° i Arystalle waren zu sternformigen Aggregaten gruppiert. Sie 
wurden nach 24 Stunden von der wenig gefarbten Mutterlauge 
abfiltriert und mit Methanol gewaschen. 
3,264, 3,377 mg Subst.: 7,81, 7,885 mg CO,, 1,60, 1,63 mg H,O, 0,421, 
0,430 mg Fe,O3. 
ihn. C,,H;,0,1/,N,Fe Ber. C 65,38 H 5,16 Fe 8,94 


Gef. ,, 65,26 , 5,49 4, 9,02 
igel- , 6488  , 5,50 ,, 9,06. 


ten b) Die andere Halfte wurde durch Destillation konzentriert. 
f Der Farbstoff fiel wahrend der Destillation in kleinen zu stern- 
firmigen Gebilden gruppierten Krystallen aus. Die Krystalle 
ons- wurden wie unter 1. weiter behandelt. 
= 3,458 mg Subst.: 8,25 mg CO,, 1,83 mg H,0, 0,432 mg Fe,0,. 


Gef. C 65,07 H 5,92 Fe 8,74. 


1) Diese Z. 183, 105, 106 (1929). 
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2. Krystallisiertes Himatinhalbanhydrid wurde aus verschie. 
denen Haminen, das Chlorhimin ausgenommen, dargestellt}, 
Nach derselben Methode konnte nun das Halbanhydrid ay 
amorphem Himatin dargestellt werden. | 

0,5 g freies amorphes Himatin wurden in 25 ccm Pyridin 
gelést, das Filtrat wurde mit 75 ccm Chloroform vermischt und 
das Gemisch wurde auf dem Wasserbad etwa 11/, Stunden ge. 
kocht. Der aus sternférmigen Krystallen bestehende Nieder. 
schlag wurde nach 24 Stunden abfiltriert und mit Chloroform ge. 
waschen. 

3,670, 4,195 mg Subst.: 8,76, 9,990 mg CO,, 1,74, 2,095 mg H,0, 
0,462, 0,525 mg Fe,O,. 

C,,H,,0,;,N,Fe Ber. C 65,38 H 5,16 Fe 8,94 

Gef. ,, 65,10  ,, 5,81 8,81 
» 64,95 ,, 5,59 » 3. 

3. 0,25 g Acetylhimin wurden zuerst mit 2,5 ccm Pyridin 
behandelt. Die groBen Krystalle des Acetylhimins zerfielen in 
kleinere Krystalle des Pyridinacetylhimins. Es wurden dann 
noch 10 ccm Pyridin zugegeben. Nach 24 Stunden wurden die 
Krystalle abfiltriert und mit Pyridin gewaschen. Das bei 105° 
getrocknete Priparat entsprach seinen EKigenschaften und der 
Analyse nach dem Himatinhalbanhydrid. 

4,407 mg Subst.: 10,56 mg CO,, 2,185 mg H,O. — 0,0748 g Subst.: 
0,0098 g Fe,O,. 

Gef. C 65,35 H 5,42 Fe 9,16. 


Die Hamatinhalbanhydridpriparate waren in Pyridin schwer 
léslich, von 5°/,iger Natriumbicarbonatlésung wurden sie binnen 
einiger Stunden nicht gelést. Mit Kisessig und mit Ameisen- 
siure gaben sie keine neuen Krystalle. 


Parahanatine. 


Imidazolhimatin. Langenbeck?*) hat das Imidazolhimatin in 
kugeligen Aggregaten dargestellt. Ich habe versucht, das Imidazolhimatin 
in besser ausgebildeten Krystallen darzustellen. 

1. Auf einem Objektglas wurden amorphes freies Himatin, Imidazol 
und Methylalkohol vermischt. Nach 1—2 Minuten wurde das Deckglas 
aufgelegt und zugedriickt. Nach etwa 1 Stunde konnten rote Kugeln, 
sternformige Aggregate und auch einzelne rote rhomboedrische Krystalle 
beobachtet werden. 


1) Diese Z. 169, 69 (1927). 
*) Ber. chem. Ges. 65, 842 (1932). 
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Frisches, noch feuchtes amorphes Hiimatin wurde in Methylalkohol 
portionsweise eingetragen und durch Schiitteln gelést. Ein Liter dieser 
fltrierten Lésung enthielt etwa 0,3—0,4 g Farbstoff. Die Lésung wurde 


' mit 20 cem Methylalkohol, in welchem 1,5 g Imidazol') gelést waren, ver- 
 getzt und in zwei Portionen geteilt. 


a) Die eine Halfte wurde auf zwei Krystallisationsschalen bei etwa 


' 30° bis auf etwa 50 ccm abgedunstet. Der aus gréBeren violettroten, meist 
gu Drusen gruppierten Krystallen bestehende Niederschlag wurde abfiltriert 


und mit Methylalkohol gewaschen. Ausbeute etwa 0,12 g. Rotviolettes 


| Krystallpulver (Praparat 1). 


b) Die andere Hilfte wurde durch Destillation auf etwa 50 cem kon- 


' zentriert. Nach dem Erkalten fiel ein roter, aus kleinen roten rhomboedri- 


schen Tiafelchen, die meist zu Drusen gruppiert waren, bestehender Nieder- 
schlag aus. Er wurde nach 24 Stunden abfiltriert, 3 mal mit Methylalkohol, 
3mal mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ausbeute etwa 0,1 g. Es 


| wurden zwei Priparate (2,3) auf dieselbe Weise dargestellt. Dunkelviolette 
| Pulver. 


Der Analyse nach entsprachen diese Priiparate nicht dem Diimidazol- 


_ himatin, sondern etwa der Formel C,,H;,.N,0,Fe - 2C,H,N,. 


Priparat 1. 3,475, 3,440 mg Subst.: 17,64, 7,555 mg CO,, 1,75, 1,74 mg 


| H,0, 0,367, 0,35 mg Fe,0,. — 5,785, 4,045 mg Subst.: 0,710, 0,497 cem N 


(17,2°, 7836 mm; 17,2°, 735 mm). 
Priparat 2. 3,797 mg Subst,: 8,355 mg CO,, 1,975 mg H,O, 0,402 mg 


| Fe,O,. — 3,468 mg Subst.: 0,409 cem N (17,6°, 742 mm). 


Priiparat 3. 4,010 mg Subst.: 8,815 mg CO,, 1,945 mg H,O, 0,423 mg 


Fe,O,. — 38,678 mg Subst.: 0,427 cem N (18°, 743 mm). 


C,,H,,0,N,Fe-2C,H,N, 


Ber. C 59,98 H 5,30 N 14,74 Fe 7,34 


Gef. Prip. 1. ,, 59,96, 59,90 ,, 5,63, 5,66 ,, 14,0, 14,0, ,, 7,39, 7,12 
Priip. 2. ,, 60,01 y 5,86 18,52 » 7,40 
Priip. 3. ,, 59,96 » 5,41 13,82 » 7,88. 


2. Auf einem Objektglas wurden anhydrisiertes Himatin, Imidazol 
und 1°/,ige methylalkoholische Kalilauge zusammengebracht und nach 1 bis 
2 Minuten mit dem Deckglas bedeckt. Es wurden rote Krystalle erhalten. 

0,5 g Himatinhalbanhydrid wurden in 100 ccm Methylalkohol, in dem 


| 05 g¢ KOH gelést waren, portionsweise eingetragen. Das Filtrat wurde 
/ zuerst mit 15 cem Methylalkohol, in welchem 2,5 g Imidazol gelést waren, 


vermischt. Alsdann wurde zeitweise binnen etwa 36 Stunden LEisessig 
tropfenweise zugegeben. Die Reaktion blieb alkalisch. Es fielen zuerst 
kugelige, spiter sternformige Drusen und zuletzt auch einzelne rote rhom- 


_ boedrische Krystalle aus. Der Niederschlag wurde nach 48 Stunden ab- 
| filtriert und mit Alkohol und Ather gewaschen. Das Priparat war makro- 


skopisch von roter Farbe, unldslich in Wasser. Es bestand der Analyse 


_ nach nicht aus Imidazolhimatin, sondern es enthielt auch Kalium. Es ent- 
sprach annihernd dem Monokaliummonoimidazolhimatin. 


') Von der Firma Dr. Friinkel und Dr, Landau, Berlin. Das Priiparat 
enthielt 40,91°/, N (ber. 41,17). 
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3,859, 3,760 mg Subst.: 8,445, 8,250 mg CO,, 2,240, 1,930 mg H,0. — 
3,324 mg Subst.: 0,373 (22,2°, 733 mm) cem N,. — 4,428 mg Subst.: 0,4995 
(21°, 735 mm) cem Ny. — 2,760 mg Subst.: 0,307 (21,7°, 739,0 mm) ccm N 
— 0,1306 g Subst.: 0,0015 g K,SO,, 0,0131 g Fe,O,. 


C,,H,,0;N,FeKC,H,N, Ber. C 60,06 H4,90 N 11,37 Fe 7,55 K 5.98 
Gef. ,, 59,68 ,, 6,50 ,, 12,54 ,, 7,69 ,, 515 

» 59,70 ,, 5,74 , 1249 , — , 

» i ” 12,55 , ne ” 


° 


Ein anderes Priparat, das analog wie das letzte, aber ohne Zugabe 
von Eisessig und durch Einengen der Lésung dargestellt wurde, war von 
gleichem makroskopischen und mikroskopischen Aussehen; es war aber in 
Wasser mit roter Farbe léslich. Dieses Pripirat enthielt mehr Kalium, 

0,0701 g Subst.: 0,0095 KCl, 0,0075 g Fe,0,. — Gef. 7,11°/, K, 
7,49°/, Fe. 


Histidinhimatin. 500 ccm einer méglichst konzentrierten Lisung 
von Hiimatin in Methylalkohol wurden mit 50 cem einer Lésung von 1g 
1-Histidin in Wasser versetzt. Die Farbe der Lésung wurde nunmebr rot; 
das Spektrum war demjenigen des Imidazolhimatins') ihnlich. Die Lésung 
enthielt also das Histidinhimatin. Sie wurde nun auf etwa '/, eingeengt. 
Schon wihrend der Destillation fiel der Farbstoff aus. Der krystallinische 
Niederschlag wurde nach 24 Stunden abfiltriert und mit 50°/,igem Methyl- 
alkohol griindlich gewaschen. Makroskopisch war das Priparat fast schwarz. 
Es entsprach der Analyse nach dem Himatinhalbanhydrid; das Histidin 
wurde beim Waschen herausgelést, wenn es iiberhaupt in den Krystallen 
enthalten war. 


3,616 mg Subst.: 8,70 mg CO,, 1,74 mg H,O. — 0,984 g Subst.: 
0,0126 g Fe,Q,. 
Gef. C 65,63 H 5,38 Fe 8,95. 


Pyridinhimatin. Das Pyridinhimatin ist nicht stabil, es verliert 
Pyridin beim Waschen und beim Trocknen. Die Darstellung wurde auf 
der S. 160 beschrieben. 


Parahamine. 


Imidazolchlorhimin. 0,2 g Acetonchlorhimin wurden in 25 ccm 
Chloroform, in welchem 0,6 g Imidazol enthalten waren, portionsweise ein- 
getragen. Der Farbstoff ging mit roter Farbe in Lésung, aus welcher aber 
das Imidazolchlorhimin sogleich auszufallen begann, so daB eine Filtration 
ohne gréBeren Materialverlust nicht méglich war. Der aus roten Kugeln 
mit deutlicher radiiirer Struktur bestehende Niederschlag wurde nach 
48 Stunden abfiltriert und mit Chloroform gewaschen. Das Priiparat war 
rot gefirbt. Ausbeute etwa 6,25 g. Es wurden zwei Priiparate (1, 2) dar- 
gestellt. Der Analyse nach entsprachen sie nur annihernd dem Triimidazol- 
chlorhimin; der Chlorgehalt war zu niedrig. 


1) Langenbeck, a.a. O., S. 843. 











a. 
0,4925 
ccm N,, 


Zugabe 
yar von 
aber in 
Kalium, 
1°/, K, 


Losung 
ron lg 
hr rot: 
Lisung 
peengt. 
inische 
Methyl- 
hwarz, 
listidin 
stallen 


Subst. : 


rerliert 
de auf 


5 ecm 
se ein- 
r aber 
ration 
‘ugeln 

nach 


t war 
) dar- 
dazol- 





Zur Darstellung einiger Blutfarbstoffderivate. 165 


Priiparat 1. 3,912, 3,966 mg Subst.: 8,545, 8,610 mg CO,, 2,030, 


1,955 mg H,O, 0,368, 0,383 mg Fe,O,. — 4,934, 7,160 mg Subst.: 0,555, 
0,690 mg AgCl. 


Priiparat 2. 4,320 mg Subst.: 9,400 mg CO,, 2,090 mg H,O, 0,382 mg 
Fe,0, — 4,883, 3,916 mg Subst.: 0,695, 550 cem N (18°, 740 mm; 17,8°, 


- 743 mm). — 5,700, 5,820 mg Subst.: 0,650, 0,675 mg AgCl, 0,508, 0,538 mg Fe, 03. 


Cy4H,,0,N,FeCl ® 3 C,H, No 
Priparat 1: 
Ber. C 60,30 H 5,18 N 16,37 Fe 6,52 Cl 4,14 


I Gef. ,, 59,57, 59,22 ,, 5,81,5,51 ,, — ,, 6,58, 6,75 ,, 2,78, 2,88 


Priiparat 2: 


' Gef. C 59,34 H 5,41 N 16,26, 16,13 Fe 6,24, 6,46 Cl 2,82, 2,87. 


Imidazolformylhimin. 0,15 g Formylhimin') wurden in 25 ecm 


' Chloroform, in welchem 0,5 g Imidazol gelést waren, portionsweise ein- 
'getragen. Nach 48 Stunden wurde der aus roten Kugeln mit angedeuteter 
radiiirer Struktur bestehende Niederschlag abfiltriert, mit Chloroform 5 mal 


gewaschen und getrocknet. Das Priparat war dunkelviolett und entsprach 
nur annihernd dem Triimidazolformylhimin. 


3,512 mg Subst.: 7,73 mg CO,, 1,90 mg H,O, 0,330 mg Fe,O,. — 3,912 mg 


| Subst.: 0,517 cem N (17,8°, 741 mm). 


C,,H,,0,N,FeOOCH.3 C,H,N, 
Ber. C 61,02 H 5,24 N16,19 Fe 6,45 
Gef. ,, 60,03 ,, 6,05 ,, 1502 ,, 6,57. 


Pyridinhimine. Pyridinhimine sind nicht stabil*); sie verlieren das 


| Pyridin beim Kochen, Waschen und Trocknen. 


Pyridinformylhimin. 0,5 g krystallisiertes Formylhimin wurden 
in einem Gemisch von 60 cem Chloroform und 20 cem Pyridin gelést. Das 


- Filtrat wurde mit 40 cem Petrolither vermischt. Der aus kugeligen Gebilden 


mit angedeuteter Struktur bestehende Niederschlag wurde nach 48 Stunden 
abfiltriert und mit Petroliither gewaschen. Makroskopisch war das Priiparat 


von dunkelbraunvioletter Farbe. Das bei 100° getrocknete Priiparat entsprach 


der Analyse nach dem Hiématinhalbanhydrid. 
4,860, 3,958 mg Subst.: 11,61, 9,51 mg CO,, 2,61, 2,18 mg H,0, 0,640, 


| 0,500 mg Fe,Q,. 


C;,H,,.0./,N,Fe Ber. C 65,38 H 5,16 Fe 8,94 
Gef. ,, 65,15, 65,53  ,, 6,01, 6,02 , 9,01, 8,84. 


Pyridinacetylhimin. Die Darstellung des Pyridinacetylhimins 


F wurde analog wie diejenige des Pyridinformylhimins versucht. Die Krystalle 


bestanden aus rhomboedrischen Plittchen. Das bei 100° getrocknete Pri- 
parat entsprach der Analyse nach anhydrisiertem Himatin. 
3,178, 3,950 mg Subst.: 9,950, 9,360 mg CO,, 1,950, 1,880 mg H,0, 
0,537, 0,512 mg Fe,O,. 
Gef. C 65,03, 64,70  H 5,23, 5,33 Fe 9,01, 9,06. 


') Dargestellt nach Hamsik, Diese Z. 183, 108 c. (1929). 
*) Diese Z. 169, 64 (1927). 
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Pyridinchlorhimin’). 0,5 g o-Chlorhimin wurden in 50—75 cem 
einer Lésung von Pyridin und Wasser (1:4) eingetragen, auf dem Wasser. 
bade gelinde erwirmt und in eine Krystallisationsschale oder in ein Becher. 
glas filtriert. Es fielen bald parallel ausléschende Krystalle (rhomboedrische 
Tafelchen, aber auch Doppelbesen) aus. Die Krystalle waren von ver. 
schiedener GréBe; die gréBeren waren rot, die kleineren gelbbraunrot, 
Manchmal waren die Krystalle so klein, daB das Abfiltrieren schwierig war, 
Die nach 12—24 Stunden abfiltrierten Krystalle gaben, wenn sie mit Eis. 
essig und Kochsalz gekocht wurden, Teichmannsche Krystalle. Wenn 
sie aber mit Wasser gewaschen, getrocknet, in Pyridinchloroform gelist 
wurden und wenn diese Lésung in kochenden, mit NaCl gesittigten Lis. 
essig eingegossen wurde, fielen auber Teichmannschen Krystallen auch 
Doppelbesen der #-Modifikation aus. Die Doppelbesen wurden fast aus. 
schlieBlich erhalten, wenn die Pyridinchlorhiminkrystalle mehrere Tage in 
der Mutterlauge belassen und erst dann abfiltriert wurden. 


Durch lingere Einwirkung des wiBrigen Pyridins, aber auch bei 
Waschen und Trocknen des Pyridinchlorhimins wird die «-Modifikation in 
die §-Modifikation umgewandelt. 


Protoporphyrin. 


Reinigung der rohen oder durch liingeres Aufbewahren zum Teil ver- 
dorbenen Priparate: 

Das Protoporphyrin wurde in etwa 0,5°/,iger waBriger Kali- oder 
Natronlauge gelést, das Filtrat wurde im Wasserbade etwa 1—2 Stunden 
erwirmt. Es fielen lange rhomboedrische Tifelchen aus, die durch ge- 
hiirtetes Filter abfiltriert und mit Wasser gewaschen wurden. Die Kry- 
stalle waren von schiefer Ausléschung (etwa 42°) und waren in Wasser, 
Alkohol, Aceton, Ather unldéslich, in Eisessig und in verdiinnter Salzsiiure 
wenig léslich. Sie wurden von konzentrierter Ameisensiure glatt gelést. 


3,202 mg Subst.: 7,480 mg CO,, 1,670 mg H,O. — 0,0730 g Subst.: 
0,0107 g Asche = K,O. 


C,,Hs,.N,0,K, Ber. C 63,90 H5,05 K 12,24 
Gef. ,, 63,71 ,, 6,10  ,, 12,17. 


Aus der Mutterlauge konnte zwar durch Zusatz von konzentrierter 
Lauge neuer Absatz erzielt werden; er war aber nicht deutlich krystallisiert. 
Konzentrierte Lauge ist zum Reinigen nicht vorteilhaft. 


Das Protoporphyrinkalium wurde in médglichst wenig Ameisensiure 
(fast 100°/,) gelést; die Lésung wurde in mehrfaches Volum Methyl- oder 
Athylalkohol eingegossen. Diese Liésung wurde portionsweise vorsichtig 
mit konzentrierter Kalilauge versetzt, bis das Protoporphyrin allmihlich zu 
krystallisieren begann. Die Neutralisation wurde spiter nur zur bleibenden 
schwach sauren Reaktion fortgesetzt. Es fielen lange rhomboedrische 
Tafelechen von schiefer Ausléschung aus, die nach 24 Stunden abfiltriert 


1) Diese Z. 169, 68 (1927). 
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‘75 cen [EF und mit Wasser gewaschen wurden. Die Mutterlauge blieb nur gering 
N asser- | gefiirbt. Auf dieselbe Weise konnte parallel auslischendes Protoporphyrin 
Becher. (F jn das schief ausléschende iiberfiihrt werden’). 

drische 

On Ver- 

aunrot. Zusammenfassung. 

ig war, & ' — — 

nit Eis. 1. Die Darstellung und die EKigenschaften des freien a) amor- 
Wenn phen und b) krystallisierten Himatins werden beschrieben. 
apg 2. Die Darstellung des Himatinhalbanhydrids wird be- 
» on schrieben. 

st aus. & 3. Die Darstellung des Imidazolhimatins, des Imidazol- 
Page in chlorhimins und des Imidazolformylhimins wird beschrieben. 

ie tg 4, Durch lingere Einwirkung des Pyridins wird die «-Modi- 


tion in @ fikation des Chlorhiimins in die 8-Modifikation iiberfihrt. 
5. Die Darstellung des Protoporphyrinkaliums wird be- 
schrieben. 


; ') Vgl. Hamsik, Diese Z. 196, 195 (1931). 
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Die Verwendung der Glaselektrode 
zur Bestimmung der H*-Konzentration im Darmsaft 
der Kleider- und Wachsmottenlarven. 


Von 
Franz Duspiva. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium in Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mai 1936.) 


Im Verlaufe einer Untersuchung iiber die Keratinverdauung 
der Kleidermottenraupen’) wurde es, um einem Verstiindnis der 
Verdauungsvorgiinge niherzukommen, unerliBlich, die Reaktion 
zu bestimmen, die im Darmkanal dieser Tiere innerhalb der 
peritrophischen Membran herrscht. Kine Schitzung des p,, mit 
Indicatoren ergab, daB der Darmsaft alkalischer als 9 sein mubte, 
da ‘hymolblau umgeschlagen war. LEiner genaueren elektro- 
metrischen Bestimmung stellten sich aber Schwierigkeiten ent- 
gegen: 1. infolge der geringen Mengen der zur Verfiigung stehenden 
Fliissigkeit — der Darminhalt einer Kleidermottenraupe betriigt 
0,15—0,20 cmm —, 2. infolge der bedeutenden Alkalitit, die die 
Verwendung der einfachen Mikrochinhydronelektroden ausschlob 
und 3. infolge des Auftretens von Sulfhydrylverbindungen bei der 
Keratinverdauung, welche durch die bekannte Giftwirkung aui 
platinierte Elektroden auch die Messungsergebnisse einer H,-Hlek- 
trode unsicher machten. 

Ks ist einer der gréBten Vorteile der Glaselektrode, dab sie 
die Messung oxydierender und reduzierender Stoffe erlaubt. Da 
ferner zur definierten Potentialbildung allein der Umstand er- 
forderlich ist, daB die Probefliissigkeit auf einer diinnen Glas- 
membran ausgebreitet ist und nur fiir eine elektrolytische Ab- 
leitung gesorgt werden mu, ohne da& der Zusatz anderer Stofle 
Schwierigkeiten bereitet, so war hier die Méglichkeit gegeben, 
durch Verkleinerung der Fliche der Glasmembran auf ein Mindest- 
maf, eine Vorrichtung zu schafien, die auch die Messung der 10 
diesem Fall vorliegenden minimalen Fliissigkeitsmengen gestattet. 
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Ks liegen bereits mehrere Mikroglaselektroden vor. Schon 


' die von Mac Innes und Malcolm Dole?) angegebene Elektroden- 
' form — eine diinne, runde Glasmembran, die das Ende eines 
Glasréhrchens verschlieBt — ermédglicht eine Messung von etwa 
' 50 cmm einer Lésung. Aber alle diese Anordnungen sind fiir die 
| Bediirfnisse dieser Untersuchung noch viel zu grob. 


Beim Bau einer Glaselektrode ist zu bedenken, daB der 


' Widerstand einer Glasmembran sehr hoch ist (bei den gebriiuch- 
lichen Formen 20—100 M2), so da& man sich zur Potential- 


messung elektrostatischer Instrumente bedienen mu. Soll nun 


| die Empfindlichkeit dieser nicht unter ein ertriigliches Ma’ sinken, 
' so darf die Fliche der Glasmembran nicht allzu klein gewihlt 


werden. Knge 10 » dicke Glascapillaren aus Mac Innes Glas 
haben bei geringem Volumen eine relativ grobe Oberfliiche, daher 


'auch Leitfihigkeit. Derartige Elektroden zeigten aber technische 
| Schwierigkeiten und wurden leicht durch die im Darmsaft 
_schwebenden Partikelchen verlegt. So wurde die oben erwihnte 
| Elektrodenform im Prinzip beibehalten. Die Fliche der Glas- 


membran betrug etwa 0,75 qmm. Um nun mit wenig Fliissigkeit 
auszukommen, sollte die Probe die Glasmembran eben bedecken. 
Diese Bedingung wird dadurch erreicht, daf die Probe am unteren 


| Ende eines plangeschliffenen, vertikal aufgestellten Glasstabes 
' aufgehiingt wird, dem dann die Glasmembran fast bis zur Be- 
| rihrung genihert wird. Die Probefliissigkeit breitet sich in diinner 
'Schicht zwischen beiden Gliisern aus (Fig. 1). Der Glasstab triigt 


im Innern eine capillare Bohrung, die zur elektrolytischen Ab- 
leitung mit KCl-Liésung gefillt wird. Nach diesem Prinzip kann 


_mman leicht noch Suspensionen messen, die weniger als 10 cmm 


hetragen. 


Der Aufbau der Apparatur. 


Da die Apparatur zur Messung stiirker alkalischer Fliissig- 


 keiten dienen sollte, wurde die Elektrode, um eine Stérung durch 


CO, auszuschalten, ferner um ein Vertrocknen der winzigen 
Mengen Probefliissigkeit zu verhindern, in eine Glaskammer ein- 


| geschlossen, in der sich CO,-freies Wasser befindet. Fig. 2 ver- 
; anschaulicht den Aufbau. 


Die Elektrode besteht aus einem doppelt rechtwinklig 


' gebogenen Glasrohr von 3 mm duBerem Durchmesser, mit einem 
| als VorratsgefaB fiir die Innenfliissigkeit dienenden erweiterten 
| Ende. Zur Herstellung der Membran wurde Glas nach Mac Innes 


12* 
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und Malcolm Dole verwendet (Corning Nr. 015). Die Membray 
wurde wie iblich auf das schmale Ende des Glasrohres aut. 
geschmolzen. Als Innenfliissigkeit diente Citratlisung nach 
8S. P. L. Sérensen. In das erweiterte Ende tauchte wihrend der 
Messung zur Ableitung der mit gesittigter KCl-Liésung gefiillte 
Agarheber einer n/10-Kalomelelektrode ein. Die Spitze des 
Hebers ist nach oben umgebogen, um ein Sinken gréBerer K(). 
Mengen zu verhindern. Die Fiillung der Elektroden geschal 








KCI l } SJ . 


























Fig. 1. Fig. 2. 
Fig. 1. Die Stellung von Glaselektrode und Ableitungscapillare wahrend 


der Messung. P Probefliissigkeit, M Glasmembran, Ci Citratlésung nach Sérensen, 
KCl Lumen des Capillarrohres, gefiillt mit n/10-KCl zur elektrolytischen Ableitung 


Fig. 2. Schema der Apparatur. E Glaselektrode, G Glaskammer, H, Hahn zum Ab- 
sperren der KCl-Lésung, H,, H, Halne fiir den Wasserwechsel, K_ Capillarrolir, 
Q Glasrohr zur Abdichtung. 


durch Einlegen in die Citratléisung und Evakuieren mit der (- 
pumpe. Nach Aufheben des Vakuums fiillten sich die Elektroden 
bis auf ein kleines Blischen, das durch gelindes Klopfen sich 
von der Membran loslést und entfernt werden konute. 

Da die Elektroden nach den Erfahrungen von G. Haugaard* 
in den ersten Tagen nach der Herstellung keine konstanten 
Potentialwerte geben, wurden sie nach der Fiillung mit der 
Citratlésung etwa 14 Tage lang mit unter Wasser getauchten 
Membranen aufbewahrt. Wiahrend dieser Zeit tritt die nitige 
Quellung des Glases ein. 
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Die etwa 7 cm hohe und 1 cm breite Glaskammer (G), in 


' welche die Elektrode mit einem Gummipfropfen eingesetzt wird, 
| besitzt 2 Hahne fiir den Wasserwechsel und 2 seitliche Offnungen 


zum Beschicken mit der Untersuchungsfliissigkeit. Der 2 cm hohe 


_Aufsatz wird mit Quecksilber gefillt. Zur Ableitung dient das 


Capillarrohr K, welches durch einen Hahn mit einem Vorrats- 


gefiiB verbunden ist, und mit n/10-KCl-Lésung gefiillt wird. Da 
die Apparatur eine Messung unter CO,-Abschlu8 gestatten muBte, 


wurde ein weites Glasrohr (Q) aufgesetzt, das in das Quecksilber 


' des Kammeraufsatzes tauchen konnte und so einen LuftverschluB 
' bewirkte, gleichzeitig aber die Beweglichkeit gegen die Glas- 


elektrode gestattete. Beim CQO,-Ausschlu8 wird an eine der 


| seitlichen Offnungen ein Natronkalkréhrchen angebracht. Sonst 


werden diese Offnungen wahrend der Messung einfach mit Stépseln 


geschlossen. Mit dem VorratsgefaB durch einen Gummipfropfen 
fest verbunden ist eine n/10-Kalomelelektrode angebracht worden, 
' welche mittels eines Agarhebers in die n/10-KCl-Lésung taucht. 


Die Aufstellung der Apparatur fand wie folgt statt: An ein 


mit Zahn und Trieb vertikal verschiebbares Stativ (mit Glasstab 
| als Traigerstange) wurde eine gebriauchliche Biirettenableselupe 
'gekittet. Die Klammer der Lupe hielt die Glaskammer ein- 
i geklemmt. Die Elektrode wurde so tief eingesetzt, daB man die 
| Membran mit der Lupe gut beobachten konnte. Auf einem daneben- 
stehenden unbeweglichen Glasstativ wurden die beiden Kalomel- 


elektroden montiert. Um die ganze Apparatur elektrostatisch 
abzuschirmen, wurde der Aufbau in einem geerdeten Metall- 


| gehiiuse vorgenommen. Ebenso wurden alle Zuleitungen zum 


Potentiometer und Elektrometer in geerdeten Metallgehausen 


; ausgespannt. 


Die Abgleichung der Ladungen geschah mit einem gewéhn- 
lichen Potentiometer. Als Nullinstrument diente ein Lindemann- 


| Elektrometer (Kapazitat etwa 1 cm). 


Die Messung. 


Soll eine Fliissigkeit gemessen werden, so wird sie mit einer 
Pipette durch eine der seitlichen Kammeroéffnungen an das plan- 
geschliffene Ende der Capillare (K) gebracht, dann wird unter 
Beobachtung durch die Lupe die Elektrode gehoben, bis der 
Kontakt mit dem Tropfen hergestellt ist. Gallertige Kérper 
kann man mit einer Nadel an die Capillare heranbringen. Ist 
das Potential abgelesen, so wird die Elektrode gesenkt, die 
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Kammer durch die Zuleitungen mit Wasser ausgespiilt und dure} 
ein kurzes Offnen des Hahnes (H,) auch die KCl-Lésung in der 
Capillare erneuert. Die Elektrode ist zu einer neuen Messung 
wieder bereit. 

Soll die Apparatur lingere Zeit nicht gebraucht werden, s 
muB die Membran der Elektrode unter Wasser gesetzt werden, 
die Kammer also gefiillt werden. Die Kalomelelektroden werdey 
herausgehoben und wie iiblich aufbewahrt. 

Da die Apparatur nicht in einem Thermostaten aufzestelli 
wurde, sind die Messungen bei der im Zimmer herrschenden 
Temperatur ausgefiihrt worden, die wihrend der einzelnen Ver. 
suche zwischen 20 und 24° lag. 


Die Eichung der Elektrode. 


Da die Neigung der Exponentiallinie bei den meisten Elek- 
troden der Neigung der reversiblen Wasserstoffelektrode nicht 
streng gleicht*), wurden die Elektroden nach dem Altern mit 
Pufferlésungen nach Sérensen geeicht. Die Priifung mit Puffer 
lésung wurde ganz in derselben Weise vorgenommen wie eine 
Messung. Vor jeder Messungsreihe wurde eine solche Priifung 
wiederholt. Es konnten dadurch sowohl Fehler ausgeglichen 
werden, die auf ein abweichendes Verhalten der Elektrode zuriick- 
gehen, als auch solche, die in Diffusionspotentialen ihre Ursache 
haben. Zur Ableitung wurde eine n/10-KCl-Lésung in der Ab- 
sicht gewihlt, eine bedeutende Verschiebung des p,, zu verhiiter, 
die gréBere Mengen Neutralsalz in der Probefliissigkeit bewirken 
kénnten. Die Fehler, die sich bei Anwendung der n/10 gegen- 
iiber einer gesittigten KCl-Lésung ergeben, sind dagegen recht 
ering. Sie kénnen 1—2 Millivolt kaum iibersteigen. Uber die 
Wahl der Puffer und iiber die Reproduzierbarkeit der Potential- 
werte gibt Tab. 1 Bescheid. 


Ergebnis. 


Nach den bisher vorliegenden Messungen weicht die Reak- 
tion des Darmsaftes der Insekten in den meisten Fallen nicht 
stark vom Neutralitiitspunkt ab. Es wird aber angegeben, dab 
Orthopteren, Hymenopteren und manche Coleopteren eine! 
schwach sauren (p,, = 4—6), Trichopteren, Lepidopterenlarvet. 
Termiten und Coleopterenlarven dagegen einen mitunter aul 
fallend alkalischen (8—10) Darmsaft besitzen. Interessant wire 
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Tabelle 1 





“eem sec. + 3eem prim. 





E lektroden 
cae > | * 


Pufferlosung 7 
u 5 Potentiale in Millivolt* ) 


15. 15. IIL 20. 1 17. VI. | 18. VI. [svn 1 Lb. VILL. 


Py (229 
| Bes 


} 


mee shies *«%) | > *K) | € 
Phosphat | G16 115,8 ) 116,2**)} 138,0 | 139,1 


iiccm Borat + 3.cem HCl | 8,67 | 213,8 | 213,8 | 203,4 | 204,1 | 219,2 | 2220 
Boratlisung . . . 9,21 | 248,2 | 248,2 | 235,9 | 236,0 | 254,7 | 2581 
Ficcm Horeh + Seem Neal 9,63 | 272,1 | 272,1 | 261,9 | 261,3 | 2788 | 281,1 

















es, wenn sich Beziehungen zwischen der Reaktion des Darm- 
saftes der Insekten und der Art ihrer Nahrung aufstellen lieBen. 
Hs ist auffillig, daB viele Fleischfresser einen sauren, Pflanzen- 
fresser einen alkalischen Darmsaft besitzen, doch sind auch 
gegenteilige Beispiele bekannt. Kine bedeutende Alkalitat(p,, = 9,8) 
weist der Darmsaft der Seidenspinnerraupe, also einer phyto- 
phagen Larve, auf. Da die Messungen schon mit moderner Me- 
thode (Wasserstoffelektrode) ausgefiihrt wurden [Shinoda‘)], 
kann an der Zuverlissigkeit dieser Angabe nicht gezweifelt 
werden. Es ist nun interessant, ob auch Raupen mit ab- 
weichender Ernihrung einen so alkalischen Darmsaft besitzen. 
Darmsaft der Kleidermottenraupen lief sich durch Pripa- 
ration der peritrophischen Membran gewinnen, welche den Saft 
eingeschlossen enthilt. Genauere Angaben iiber die Priparation 
finden sich an anderer Stelle5), Nach der Priaparation wurde 
der Schlauch so rasch als méglich an die plangeschliffene Flache 
der Ableitungscapillare gebracht, vorher aber dafiir gesorgt, dab 
ene ganz geringe Menge Wasser dort haften blieb. Die dadurch 
bedingte Verdiinnung war nicht héher als das Zehnfache des 
Darmvolumens. Gemessen wurde sowohl in CO,-freier Atmo- 
sphire wie in Luft. Beide Messungsverfahren haben ihre Be- 
rechtigung. Der alkalische Darmsaft kann aus der Luft CO, 
anziehen, so daB zu niedere Werte zu befiirchten sind, anderer- 


*) Mittelwerte aus 5—10 Ablesungen. 

“*) In diesem Falle wurden Kalomelelektroden verwendet, die gegen- 
einander ein Potential von 5,8 Millivolt besaBen. Von allen Potentialen in 
diesen Versuchen ist 5,8 zu subtrahieren, um zu dem wahren Potential der 
Glaselektrode zu gelangen. In allen iibrigen Versuchen hatten die beiden 
Kalomelelektroden genau die gleiche Spannung. 
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selts ist es méglich, da von vornherein CO, im Darmsaft vor. 
kommt, die in das CO,-freie Medium entweichen kénnte und 
ebenfalls das Ergebnis falschen kann. Doch halte ich die he; 
CO,-Abschlu8 gewonnenen Werte fiir richtiger, weil die Poten- 
tiale wihrend der Messung einen Abtrieb zeigten und niemals 
eine Zunahme zu beobachten war. 


Tabelle 2. 


Ppu-Messungen im Darmsaft von Tineola. 








a) Messungen bei CO,-AbschluB. 

















7U 
Nr. (Elek- PH Anmerkungen 
trode 1) | (20-22") 

1 273,2 9,66 | Wenige Schafwollstiicke als Inhalt 
2 275,9 9,71 desgl. 

3 288,4 9,92 | Darm reichlich gefillt; Priparation gut gelungen 
4 287,9 9,91 desgl. 

5 287,4 9,90 desgl. 

6 285,4 9,87 | Weniger Darminhalt 

7 281,2 9,80 | Préparation weniger gut gelungen 
8 302,0 10,15 | Sehr reichlicher Darminhalt 

9 260,3 9,44 | Darminhalt beim Priparieren etwas eingetrocknet 
10 290,2 9,95 | Sehr reichlicher Darminhalt 

11 300,3 10,11 desgl. 

b) Messungen in Luft. 
7 
Nr. (Elek- Pu Anmerkungen 
trode 3) | (20-24°) 

1 243,8 9,34 Sehr wenig Darminhalt 

2 227,2 9,06 desgl. 

3 244,0 9,34 desgl. 

4 250,2 9,45 Reichlich Inhalt 

5 270,1 9,79 Sehr reichlicher Darminhalt 

6 236,2 9,21 Sehr wenig Darminhalt 

7 248,0 9,41 desgl. 

8 241,2 9,30 desgl. 

9 238,0 9,24 desgl. 

10 251,2 9,47 Darm reichlich gefillt 











Der Darmsaft von Tineola hat also durchschnittlich einen 
Py = 9,4 bei Messungen in Luft und 9,9 bei CO,-AbschluB. Die 
Schwankungen von Tier zu Tier sind recht bedeutend. Aus den 
Tabellen ist eine Abbingigkeit der Werte vom Fiillungsgrad des 
Darmes zu entnehmen, den ich geneigt bin, durch eine starkere 


Sekretionstitigkeit der Darmzellen zu erklaren, wenn auch der 
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Umstand zu bedenken ist, daB infolge des reichlicheren Inhaltes 


' auch die Verdiinnung bei der Messung eine geringere ist. 


Bei den Wachsmotten war die Gewinnung von Darmsaft 


: schon durch ihre GréBe wesentlich erleichtert. Die Tiere wurden 
mit Ather narkotisiert, dann wurde durch einen Lingsschnitt der 


Darm freigelegt und das Blut nach Méglichkeit mit Wasser ab- 


| gespiilt, und der Darm mit Filterpapier abgetrocknet. Die Ent- 


nahme von Darmsaft geschah mit einem Capillarréhrchen, welches 
durch die Darmwand gestoBen wurde. Die emporsteigende Menge 


 geniigt fiir eine Bestimmung. In Tab. 3 sind einige der Messungs- 


resultate herausgegriffen. 


Tabelle 3. 


Pu-Messungen im Darmsaft von Galleria. 














I 
Nr. | (Elek- Pu Anmerkungen 
trode 4) | (20-24°) 

1 209,0 8,40 Wachspartikelchen im Darmsaft 

2 197,2 8,20 desgl. 

3 198,9 8,23 Darmsaft klar, braun und nahrungsfrei 

222,1 8,63 Reichlich Nahrung im Darm 

5 203,8 8,31 ; desgl. 

6 203,2 8,30 Sehr reichlicher Darminhalt. Priparation gut 
gelungen 

7 208,5 8,39 Sehr reichlicher Darminhalt 

8 185,1 7,98 Auch hier ist die Priparation sauber gelungen 

9 211,1 8,44 Etwas Nahrung im Darm 

10 200,0 8,25 desgl. 

1! 205,0 8,33 desgl. 

12 196,5 8,18 desgl. 

13 211,1 8,44 Etwas Nahrung im Darm, sehr gut gelungene 
Praparationen 

14 213,0 8,47 desgl. 

ib | 232.0 8,80 desgl. 


Im Gegensatz zu den Kleidermotten ist hier ein deutlicher 
KinfluB der Darmfiillung nicht zu beobachten. Die Schwankungen 
sind von Tier zu Tier ebenfalls sehr bedeutend. Im Durchschnitt be- 
trug der p,, 8,4.. Betonen méchte ich noch, da8 ich recht alkalische 
Werte 8,8 mehrmals beobachtet habe. In einer friiheren Publikation %) 
wurde tiber Messungen berichtet, die mit der Mikrochinhydron- 
elektrode nach Kuntara‘) erhalten wurden. Die Werte lagen 
zwischen 8,0—8,4, also ein durchaus gutes Resultat, besonders 
wenn man bedenkt, daB8 der p,, schon recht alkalisch ist und eine 
Verdiinnung nétig war, um die Elektrode zu beschicken, 
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Beide Lepidopterenlarven haben also trotz ihrer abweichep. 
den Nahrung einen alkalischen Darmsaft, wie er von den phyto. 
phagen Arten her bekannt ist. Diese Beobachtungen geben eine 
weitere Stiitze fiir die Ansicht, daB die H*t-Konzentration in, 
Darm nicht von der Qualitiit der Nahrung beeinfluBt wird. 
sondern wahrscheinlich phylogenetisch festgelegt ist. 


Am Schlusse sei es mir gestattet, Herrn Prof. Dr. S. P. L. Sérensey 
fiir sein Interesse an diesen Untersuchungen bestens zu danken. Zu vielen 
Dank bin ich ferner Herrn Dr. K. Linderstrém-Lang und _ besondey; 
Herrn Ing. G. Haugaard verpflichtet, dessen groBe Erfahrungen mit Glas 
elektroden meine Arbeit sehr férderten. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine Glaselektrode beschrieben, die wenige Kubik- 
millimeter einer Fliissigkeit zu messen erméglicht, die besonders 
zur Untersuchung von Suspensionen mit gréberen Partikeln ge. 
eignet ist und auch die Bestimmung starker alkalischer Proben 
zuliBt, da unter CO,-Abschlu8 gemessen werden kann. 

2. Die Elektrode wurde zur H*-Konzentrationsbestimmung 
im Darmsaft zweier physiologisch interessanter Mottenlarven 
verwendet. 

Der p,, des Darmsaftes der Kleidermotte betriigt durchschnitt- 
lich 9,9, bei der Wachsmotte 8,4. 

Die Werte sind interessant, da sie zeigen, dab ein alkalischer 
Darmsaft nicht nur bei phytophagen Insekten vorkommt. 


Literatur 


. K. Linderstr6m-Lang u. F. Duspiva, Diese Z. 237, 131 (1939). 


1 

2. D. A. Mac Innesu. Malcolm Dole, J. Amer. Chem. Soc. 52, 29 (1930). 
3. G. Haugaard, Biochem. Z. 274, 231 (1934). 

4. O.Shinoda, J. of Biochem. 9, 3, 345 (1930). 

5. F. Duspiva, Im Druck. 

6. F. Duspiva, Z. vgl. Physiol. 21, 632 (1934). 

7. W. Kuntara, Diese Z. 204, 54 (1932). 








reichen- 
phyto. 
eN eine 
ion im 
b sWird. 


rensen 
u Vielem 
sonders 
it Glas 


Kubik. 
onders 
In ge. 
-roben 


mung 
larven 


hnitt- 


ischer 


(1935), 
1930). 





Beitrage zur enzymatischen Histochemie. 


XXI. Die proteolytischen Enzyme der Kleider- und Wachsmottenraupen. 
Von 
Franz Duspiva. 
Mit 9 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium in Kopenhagen 
und dem I. Zoologischen und tierphysiologischen Institut der Universitat in Wien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mai 1936.) 


Schon an mehreren Beispielen kann man heute zeigen, dab 
zwischen der Enzymproduktion des Darmes und der Qualitat der 
Nahrung Beziehungen vorhanden sind. Nimmt der Organismus 
eine einseitige Nahrung auf, dann pflegt er auch das eine Knzym 
in besonders reichlichem Mae abzuscheiden, andere wieder zu 
unterdriicken. Aber die Ausbildung besonderer auf spezifische 
Bindungen der Nahrung eingestellter Enzyme scheint viel seltener 
vorzukommen, ist zumindest nur in wenigen Fillen beschrieben 
worden. Das vereinzelte Vorkommen von Cellulase bei Holz- 
fressern ist ein Beispiel dafiir. 

Die Schmetterlinge mit ihrer so mannigfaltigen Ernihrungs- 
weise stellen zur Untersuchung dieser Fragen besonders geeignete 
Objekte dar. Die Ernihrung der Imagines beschrankt sich — die 
pollenfressenden Mikropterygiden ausgenommen — auf die Auf- 
nahme von Bliitennektar, der ja bekanntlich im wesentlichen eine 
Zuckerlésung ist, und zwar Saccharose neben Glucose und Fruc- 
tose enthalt. Nach Stober?) findet sich im Darmsaft saugender 
Schmetterlinge nur mehr eine Saccharase vor, eine Sekretion von 
Proteasen, Lipase und Amylase ist vollstiindig unterdriickt. Alle 
die Schmetterlinge aber, die verkiimmerte Mundwerkzeuge haben 
und keine Nahrung mehr zu sich nehmen, produzieren iiberhaupt 
keine Verdauungsenzyme mehr, sie sind in ihrem Stoffwechsel 
ganz auf die Reserven aus der Raupenzeit angewiesen. Die Darm- 
zellen der Raupen secernieren dagegen stets Proteasen, Lipasen 
und Carbohydrasen und vermégen so alle diesen Enzymen 2u- 
ginglichen Kérperklassen der Nahrung fiir den Aufbaustoftwechsel 
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zu verwerten. Die Ernahrung der Raupen bietet eine Reihe physio. 
logisch interessanter Besonderheiten. Viele Mikrolepidopteren- 
larven nehmen eine iiberaus einseitige Nahrung auf, die aufer- 
dem in besonderen Fallen fiir die gegenwirtig bekannten Enzyme 
als unaufschlieBbar gilt. So steht es bei den Wachsmotten 
(Gallerva mellonella L.) jetzt wohl sicher fest, daB sie das Wachs 
aus den alten Brutwaben, die ihre natiirliche Nahrung bilden, 
verwerten kénnen. Auffallig ist aber, daB es bisher nicht ce. 
lungen ist, bei diesen Larven ein besonderes Enzym aufzufinden, 
welches auf Wachsester einen Einflu8 hat. Die Lipase der Motten 
ist in vielen Kigenschaften den anderen bekannten Wirbellosen- 
lipasen aihnlich und dies auch in ihrer Substratspezifitat?). Von 
den Kleidermotten (Tineola biselliella Humm.) ist es schon lange 
bekannt, daB sie das Keratin der Haare als Nahrung beniitzen. 
In einer friitheren Mitteilung*) wurde berichtet, auf welchem Wege 
der Abbau hier zustande kommen diirfte, da auch in diesem 
Fall der enzymhaltige Darmsaft, einfach zu Keratin gebracht, 
keine Wirkung ausiibt. Das Darmsekret der Tiere besitzt redu- 
zierende Kigenschaften, was sich durch Verfiitterung von Redox- 
indicatoren nachweisen lieB. Werden die Tiere mit einer keratin- 
reichen Nahrung gefiittert, so kann man im Darmsaft mit dem 
Nitroprussidreagens nach Hopkins stets das Vorhandensein einer 
bedeutenden Konzentration von Sulfhydrylverbindungen nach- 
weisen, die wenigstens zum Teil cysteinhaltigen Peptiden an- 
gehéren und als Spaltprodukte des Keratins aufzufassen sind. 
GréBere Mengen von Thiolverbindungen waren nicht anzutreffen, 
wenn die Tiere mit S-armen Proteinen gefiittert wurden. Da 
die Reduktionswirkung aber unter diesen Umstiinden erhalten 
blieb (Reduktion von Indicatoren), wurde auf das Vorhandensein 
eines ,reduzierenden Agens“ geschlossen, dessen Art freilich nicht 
naher bestimmt werden konnte. Das reduzierende Agens bricht 
die Micellarstruktur des Keratins auf und in diesem Zustand ist 
dann der Eiwei8kérper einer Einwirkung der Proteinase zu- 
ginglich. Die Proteinase ist kein ausgesprochen auf Keratin 
eingestelltes Enzym, es kann seine Wirksamkeit nur auf das 
reduzierte Skleroprotein entfalten. Zum Vergleich herangezogene 
Pankreas—Trypsinkinase war aber auf Sulfhydrylverbindungen so 
empfindlich, daB sie kaum zur Wirksamkeit gelangte. Tvneola- 
proteinase erwies sich aber solchen Stoffen gegeniiber auffallend 
resistent. Da ein solches Verhalten des Enzymes zu einer erfolg- 
reichen Keratinspaltung im Reduktionsmilieu unbedingt notwendig 
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ist, so war die Frage naheliegend, ob in dieser Kigenschaft ge- 
wissermaBen eine Anpassung des Enzymes an sein Substrat zu 
erblicken sei. 

Fir unsere Vorstellungen iiber die Beziehungen, die zwischen 
Nahrung und Verdauungsenzymen bestehen, ist es sehr wichtig 
klarzulegen, ob eine Art, die einen fiir die meisten Organismen 
unaufschlieBbaren Nahrungsstoff verwertet, tatsichlich die Méglich- 
keit hat, ein mit besonderen EKigenschaften ausgeriistetes Enzym 
zu secernieren, das bei den verwandten Arten mit anderer Er- 
nihrungsweise nicht vorkommt. Eine vergleichende Untersuchung 
verschiedener Mottenarten kann Material zu diesem Thema bei- 
steuern. Im Falle der Keratinverdauung bestehen nun folgende 
Fragen: Ist das reduzierende Agens ausschlieBlich im Darmsaft 
von Keratinfressern anzutreffen, und niemals auch bei Arten mit 
anderer Nahrung? Zeigen die proteolytischen Enzyme der keratin- 
fressenden Mikrolepidopteren, wenn sie schon selbst das Sklero- 
protein nicht aufspalten kénnen, trotzdem in fiir den ProzeB der 
reduktiven Keratinverdauung wichtigen Kigenschaften (alkalisches 
Reaktionsoptimum, geringe SH-Empfindlichkeit) so starke Ab- 
weichungen vom Verhalten der anderen Arten, da nur ihnen 
eine Keratinspaltung méglich ist? Sollte allein der Umstand, 
dab der Verdauungsvorgang unter besonderen Bedingungen — 
einem negativen Redoxpotential — verliu{ft, als Anpassung an 
die Keratinnahrung zu werten sein? 

Die vorliegende Arbeit ist als Beitrag zu den aufgeworfenen 
Fragen gedacht. Infolge der zeitraubenden Versuche bei einer 
enzymatischen Untersuchung ist es unméglich, einen Vergleich 
von Anfang an auf eine geniigend groBe Basis zu stellen und 
eine reiche Zahl von Arten zu studieren. So wurde zunichst 
der Pyralide Galleria mellonella als Vergleichsobjekt gewihlt. Die 
Beschrinkung auf ein Objekt wurde dadurch etwas erleichtert, 
daB auch der Arbeit von Shinoda‘) tiber den Spinner Bombyx 
mort, also einer phytophagen Raupe, manche Daten zu Vergleichs- 
zwecken entnommen werden konnten. Die Wachsmotte wurde 
aus dem Grunde gewihlt, weil sich die Tiere leicht ziichten 
lassen. 

Man kann die Wachsmotten leicht veranlassen, Schafwolle 
zu fressen, wenn man ihnen einen mit Bienenwachs getrinkten 
Schafwollstoff als Futter anbietet. Bei mikroskopischer Betrachtung 
findet man den Darminhalt der Tiere nachher reichlich mit ab- 
gebissenen Haarteilchen erfillt, die meist unangegriffen aussehen. 
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Kine genauere Betrachtung zeigt aber, daB von der BiBstelle her 
eine Isolierung der Rindenzellen einsetzt. Untersucht man die 
Kotteilchen der Raupen nach Extraktion des unverdauten Wachses, 
so findet man ebenfalls neben vielen unveriinderten Haaren solche. 
an deren Enden die Rindenzellen pinselartig abstehen. Auch 
isolierte Rindenzellen sind reichlich anzutreffen. Die Spindel- 
gestalt dieser Zellen ist aber voll erhalten. Die Isolierung der 
Rindenzellen hat nichts mit einer Keratinverdauung zu tun. Dies 
ergibt sich schon daraus, daB man dieselben Veriinderungen erhiilt, 
wenn man Gefrierschnitte von Schafwolle etwa 2 Tage lang nach 
Bicarbonatzusatz mit einer starken Pankreatinlésung behandelt. 
Hier wie dort bleiben die keratinisierten Teile unangegriffen, 
Intercellularverbindungen der Hornzellen werden vom Enzym ge- 
lést. Die Verdauungsenzyme der Vertebraten sind, wie ganz 
alleemein bekannt, auBerstande Horn zu verdauen. Von den 
Beutetieren der Riesenschlangen, die ja als Ganze verschlungen 
werden, bleiben nur die Epidermisgebilde erhalten. Die Haare 
zeigen aber auch hier an den Enden ein pinselférmiges Abstehen 
der Rindenzellen und lassen sich mechanisch leicht in die Rinden- 
zellen zerlegen. Bei echten Hornfressern dagegen beobachtet man 
im Darm eine Lésung der Hornteile und in den Exkrementen 
finden sich nur spirliche Reste der Nahrung vor. Ks sind also 
keine Anzeichen vorhanden, daB Wachsmotten Schafwolle ver- 
dauen kénnen. Priift man den Darminhalt von auch langere Zeit 
hindurch mit Schafwolle gefiitterten \Vachsmottenlarven mit dem 
Nitroprussidreagens nach Hopkins, so bleibt die Reaktion stets 
aus. In den Mitteldarmzellen sind dagegen Sulfhydrylverbindungen 
in geringer Menge jederzeit nachweisbar. Um das Redoxpotential 
im Darmsaft zu priifen, wurden Schafwollstoffe mit Methylenblau, 
Indigotetrasulfonat und Indigodisulfonat gefiirbt und mit Wachs 
iiberzogen verfiittert. Keiner dieser Farbstoffe wurde reduziert’). 
Da Methylenblau im oxydierten Zustand vorliegt und der p,, des 
Darmsaftes 8,0—8,8 betrigt, so ist E),, positiver als 0,01. Taneola 
ergab nach der friiheren Mitteilung*) sogar eine teilweise Reduk- 
tion von Indigodisulfonat, was bei dem p,, des Darmsaftes von 9,9 
einem EK, =—0,3 V entspricht. Ein reduzierendes Agens ist 
demnach bei Galleria nicht vorhanden. 


*) Die Tiere wurden selbstverstiindlich lebend unter aeroben Be- 
dingungen untersucht. Nach dem Aufpriiparieren der Riickenhaut schimmert 
die Farbe durch den durchsichtigen Mitteldarm hindurch und 1JdBt sich 
unter dem Binokular deutlich beobachten. 
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Insektenproteasen wurden mit modernen Methoden zuerst 
yon Wigglesworth an Perzplaneta®) untersucht. Ein Glycerin- 
auszug des Mitteldarmes zeigte proteolytische Wirkung an einer 
Reihe von Proteinen, die zwischen p,, = 7,0—7,5 optimal war. 
Da das Enzym weder durch Salze, noch durch HCN aktivierbar 
war, wird es mit dem Trypsin der Vertebraten verglichen, jedoch 
jas etwas sauer liegende Optimum betont. Es gelang auch eine 
Erepsinkomponente abzutrennen, die Glycylglycin bei p,, =8,0—9,0 
optimal spaltet. Eine Protease, die bei p,, = 8,2—8,8 Fleisch 


| yerfliissigt, beschreibt Hobson®) bei Lueczlialarven, daneben soll 


aber auch eine Kollagenase mit einem Optimum bei p,, = 8,4 
vegen Sehnen als Substrat vorkommen. Die Ergebnisse der 
Untersuchungen von Shinoda an Bombyx morilarven werden 
spiter, jeweils an entsprechender Stelle erédrtert. Fir die hier 
beabsichtigten Vergleichszwecke kommt es darauf an, die Enzyme 
in méglichst naturgegebenem Zustand zu verwenden. Daher wurden 
zu ihrer Gewinnung nur Glycerinextrakte aus dem Darmsaft und 
den Darmzellen verwendet. Von einer T'rennung und Reinigung 
der Knzyme mit der Adsorptionsmethode wurde Abstand ge- 
nommen, da eine solche Operation die Entfernung méglichst aller 
Ballaststoffe zum Zweck hat und die Enzyme vielleicht aller 
Speziescharaktere berauben kénnte. Mit dieser Methode kann eine 
chemische Verwandtschaft der Enzyme verschiedener Organismen, 
die im Rohzustand groBe Unterschiede zeigen, nachgewiesen werden. 
So konnte Mansour-Bek‘) in der Tat auch zeigen, daB sich 
das Optimum der Majaproteinase bei der Reinigung von p,, = 6,2 
auf 7,4 verschob und eine Aktivierbarkeit mit Enterokinase auf- 
trat, wodurch eine tiberraschende Ahnlichkeit dieses Wirbellosen- 
enzymes mit dem Trypsin der Vertebraten zutage trat. In diesem 
Fall wird aber bei systematisch nahestehenden Formen nach 
Unterschieden in den Enzymeigenschaften gesucht. Erst wenn 
sich im Verlauf der Untersuchung gréBere Unterschiede ergeben 
sollten, kénnte eine Reinigung dariiber Aufschlu8 geben, ob man 
es mit wesentlich verschiedenen Enzymen zu tun hat. Hier 
sollen nach Méglichkeit die natiirlichen Aktivatoren mit all ihrem 
KintluB auf die Eigenschaften des Enzyms zur Geltung kommen. 
Wenn man die biologisch interessanten Anpassungen der Enzyme 
an spezielle Aufgaben untersuchen will, so ist der Rohextrakt am 
Platz und man kann das Enzym gar nicht schonend genug gewinnen. 


Fiir die Untersuchungen wurden leicht spaltbare Substrate gewiihlt, 
die fiir die einzelnen Proteasen als spezifisch angesehen werden und zwar 
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Casein zum Nachweis der Proteinase, Alanylglycylglycin fiir die Amino. 
polypeptidase und Alanylglycin fiir die Dipeptidase. Da wie vorher betont 
die einzelnen Enzyme nicht getrennt wurden, so ist es strenge genommey 
nur erlaubt, von einer Wirkung der Protease auf die einzelnen Substrate 2 
sprechen. Wenn aber trotzdem im folgenden von den einzelnen Enzymey 
gesprochen wird, so geschieht das aus dem Grund, weil sich bisher schon 
bei den verschiedensten Organismen, auch bei Wirbellosen verschiedener 
Gruppen [Mansour-Bek bei Maja’) und Murex’)], diese Enzyme trennen 
lie8en und man auf Grund der heutigen Kenntnis der Spezifitiit der Pro. 
teasen schon auf Grund der Spaltung dieser Substrate die Anwesenheit der 
entsprechenden Enzyme als sehr wahrscheinlich betrachten kann. 


Sowohl bei Kleider- wie bei Wachsmotten konnte eine Pro. 
teinase, Aminopolypeptidase und Dipeptidase nachgewiesen werden, 
Um einen MaBstab fiir die Enzymmengen zu besitzen, wurden bei 
beiden Arten die in den Versuchen gewonnenen Spaltungswerte 
an Hand von Enzymmengeumsatzkurven in fiir die Verhiltnisse 
der verwendeten Mikromethode passenden Enzymeinheiten aus- 
gedriickt. (Niheres im Versuchsteil.) Wiahrend man bisher ein- 
gehendere enzymatische Untersuchungen nur mit den allergriBten 
Vertretern der Wirbellosen durchfiihren konnte, ermédglichte die 
histochemische Mikromethode®) das Studium dieser kleinen Objekte. 


Kine erwachsene Kleidermottenraupe hatte eine Durchschnitts- 
linge von 8mm. Das Gewicht des Mitteldarmes mit Inhalt be- 
trigt 0,4 mg. Das Gewicht des Darminhaltes konnte nach Aus- 
messungen des Darmvolumens im Mikroskop auf 0,15—0,2 mg 
geschitzt werden. Bei den erheblich gréBeren Wachsmottenlarven 
erméglichte die Mikromethode die Verwendung der geringen 
Mengen Darmsaft, die durch Erbrechenlassen gewonnen werden 
konnten (wenige Kubikmillimeter), was den Vorteil bedeutet, reine 
Sekretionsenzyme untersuchen zu kénnen, die nicht durch be- 
sondere Gewinnungsoperationen mit Zellfermenten verunreinigt sind. 


Kine Untersuchung der mengenmiBigen Verteilung der 
Knzyme auf Darmsaft und Darmzellen lieB groBe Unter- 
schiede erkennen. Bei der Kleidermotte fanden sich in 0,05 mg 
Darmsaft 0,76—1,40 Dipeptidaseeinheiten(D.E.), 0,77 Polypeptidase- 
einheiten (P.E.) und 0,9—1,8 Proteinaseeinheiten (Pr.E.) vor. Ganz 
im Gegensatz dazu enthalten 0,05 mg Darmepithel 15,0—26,0 D.E, 
18 P.E. und etwa 4,5 Pr.E. Es iiberwiegen also im Darmepithel 
die Peptidasen bei weitem. Auch bei den Wachsmotten beob- 
achtet man eine dhnliche Verteilung der Proteasen. In 0,05 mg 
Darminhalt sind 0,27 D.E., 0,15 P.E. und bis zu 2,53 Pr.K. ent- 
halten. 0,05 mg Zellmaterial enthilt 3,2 D.E., 4,5 P.E. und 
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(,5—2,2 Pr.E. Kin Vergleich des Enzymreichtums beider Arten liBt 
zunichst erkennen, daB das reichlichste Ferment des Darmsaftes 
eine Proteinase ist. Besonders bei den Wachsmotten treten die 
Peptidasen mengenmiBig auBerordentlich stark zuriick, und das 
Verhaltnis der Proteinase zur Peptidase steigt dadurch etwa auf 
das 10fache. Es mu betont werden, da8 die Bestimmungen im 
Wachsmottendarm viel zuverlissiger sind als bei den Kleider- 
motten, da der Darmsaft hier freiwillig geliefert wurde, im Gegen- 
satz zu den Kleidermotten, wo ein Anstechen von Darmzellen 
nétig war, so dab die etwas héhere Peptidasenkonzentration darin 
ihbre Ursache haben kann. Der Proteinasengehalt ist bei beiden 
Arten recht thnlich. Der Keratinfresser hat keine gréBeren 
Mengen an Proteinase. In den Darmzellen iiberwiegen die 
Peptidasen weitaus, Das Darmepithel von T'ineola ist enzym- 
reicher als bei Galleria, ganz besonders an Peptidasen. 

Kine auffallend geringe Konzentration an Peptidasen im 
Darmsaft ist auch schon von anderen Autoren beobachtet worden. 
In den Arbeiten von Metalnikow?") iiber Galleria wird das 
Fehlen von ,Krepsin“ betont. Ks wird nur eine Wirkung des 
Saftes gegen Proteinstotie gefunden. Aber auch Shinoda fand 
im Darmsaft der Seidenraupe keine LDipeptidase. Von anderen 
Wirbellosen wird eine ganz schwache peptische Wirksamkeit ge- 
meldet [Schlottke bei Limulus™)]. Es war naheliegend die 
Vermutung auszusprechen, daB die Peptidasen gar keine Sekretions- 
enzyme seien, sondern nur innerhalb der Darmzellen zur Geltung 
kommen, 

Was nun die Peptidasemengen im Darmsaft der Motten- 
raupen betrifft, so scheinen sie den angefiihrten Zahlen nach, die 
ihre Mengen angeben, gar nicht so gering zu sein, daB man ihre 
Bedeutung fiir die Verdauungsvorgiinge vernachlissigen kénnte. 
Kine Reihe von Griinden spricht aber dafiir, daB sie auch hier 
im wesentlichen innerhalb der Zellen ihre Wirksamkeit entfalten 
diirften. Wie aus der im Versuchsteil gegebenen Definition der 
Knzymeinheit érsichtlich ist, wurden die Enzymmengen im p,,- 
Optimum bestimmt. Beim p,, des Darmsaftes (9,9 bzw. 8,4) ist 
die Wirksamkeit der Dipeptidase, wie man aus den p,,-Kurven 
ersehen kann, herabgesetzt, bei der Kleidermotte sehr weitgehend; 
hier kommt auch der KinfluB des Reduktionsmilieus dazu. Die 
Uptima der Peptidasenwirkung liegen bei schwach alkalischer 
Reaktion, wie sie ja auch im Plasma der Zellen vorherrscht. Man 
kann ferner sehen, daB die Proteinaseaktivitit und Peptidase- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI. 13 
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aktivitit bei den einzelnen Tieren unabhingig variieren. Die 
Erscheinungen wurden nicht niher untersucht, sind aber auf ver. 
schiedene Sekretionszustiinde des Darmepithels zuriickzufihren, 
Ich neige deshalb ebenfalls zu der Ansicht, die Proteinase als 
das wichtigste proteolytische Sekretionsenzym zu betrachten. Eut- 


gegen der Beobachtung von Shinoda betone ich zwar das Vor. | fil 


kommen von Peptidasen im Darmsaft, glaube ihnen aber, zu- 
mindest im Fall der Kleidermotte, nicht das Vermégen zutrauen 
zu kénnen, alle Peptidbindungen der in Freiheit gesetzten Poly. 
peptide aufspalten zu kénnen. Daf sie dann dennoch im Darn- 
kanal auftreten, kann auch aus dem Sekretionsvorgang verstiindlicl 
sein, bei dem es zur Abschniirung sekrethiltiger Plasmateile 
kommt, die eben neben dem Sekret auch noch Zellenzyme mit- 
bringen. Die Insekten werden zu den Tieren gezihlt, die ein 
resorbierendes Darmepithel besitzen, das unserer heutigen Aut- 
fassung nach Peptone ja nicht passieren laBt, sondern im wesent- 
lichen nur fiir Aminoséuren durchlissig sein soll. Der heute gut 
untersuchte Astacus besitzt ein resorbierendes Verdauungsepitliel. 
Vonk’”) miBt der ihm bekannten geringen Dipeptidasewirkung des 
Verdauungssaftes dieses Tieres eine besondere Bedeutung fiir den 
Verdauungsvorgang bei, weil nach einer reichlichen Fleischkost, 
die durch die kraftige Proteinase rasch verfliissigt wird, in derselben 
Zeit nur geringe Mengen an freien Aminosduren gebildet werden, 
so daB die Resorption lingere Zeit als die Verfliissigung braucht 
und eine stiirmische Aufnahme von Aminosiuren, die schidlich 
sein kénnte, verhindert wird. Schlottke?%) hat vor kurzem daraui 
hingewiesen, daB es bei Tieren auBer Resorption und Phago- 
cytose (Aufnahme von Substanzen mit einer KérnchengréBe >0,1 1) 
auch noch die Aufnahme von unverdauten, aber gelésten Stoffen 
in die Darmzellen gibt, der eine intracellulire Verdauung folgen 
muB, Hine intracellulire Verdauung ist aber, soweit wir wissel 
nur auf bestimmte systematische Gruppen beschrinkt!*) und soll 
bei Insekten nicht vorkommen. Die auffallende Armut an Peptidasen 
im Darmsaft der Schmetterlingslarven wirft die Frage auf, ob 
nicht eine Aufnahme von léslichen Stoffen, wie Peptone und Di- 
saccharide (nach Shinoda ist die Saccharase im Darmsaft eben- 
falls schwach), doch auch bei solchen Wirbellosen, die histologisch 
beurteilt ein resorbierendes Darmepithel besitzen, wenigstens zum 
Teil neben vollstiindig abgebauten Produkten stattfindet, wobel 
der weitere Abbau dann intracellular erfolgt. Die Frage kann 
jedenfalls nur durch eingehende Untersuchungen der Resorptions- 
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FDarmsaftes nicht wesentlich schwiicher ist. 
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yorgange geklirt werden, die — wie das Vorhergesagte zeigt — 
dringend notwendig sind. Was die relativ groBen Peptidasemengen 
im Darmepithel zu leisten haben, kinnen. wir heute noch nicht 
heurteilen. Sie haben sicher iach nur die vielleicht resorbierten 
Peptide zu hydrolysieren, sondern auch andere Aufgaben zu er- 
fillen. Sie stellen wahrscheinlich wichtige Glieder in der Kette 
der Umwandlungsprozesse dar, die sich innerhalb der Darmzellen 
bei der Aufarbeitung der resorbierten Nahrungsstoffe und bei der 
Kynthese der Sekrete abspielen. 








p,~Abhangigkeit und Sulfhydrylempfindlichkeit der Proteasen. 


Wie bereits in der friiheren Mitteilung beschrieben wurde, 
pesitzt die T'neolaproteinase gegen Casein ein sehr flaches Optimum 
Nei p, 9,3. Der Abfall in das stirker alkalische Gebiet ist sehr 
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Fig. 1. 
Puo-Kurven der Proteinasen. 


@ —— @ Tineola, 4 — — — J Galleria. 
@ A Pu- -Korrektur mit Ammoniak. © A py-Korrektur mit NaOH. 


ach, so daB die Aktivitit des Enzyms bei der Reaktion des 
Die p,-Kurve des 
(alleriaenzyms zeigt einen anderen Verlauf. Die Kurve steigt 
tell zum Optimum p,, = 9,6 an, um dann in iihnlich flacher Linie 
abzusinken. Fir die Lage des Optimums war es belanglos, ob 
das Knzym vom Darmsaft oder von den Zellen genommen wurde 
\Fig. 1). Die Form der p,,-Kurve bei Galleria ist auffillig, wenn 
man bedenkt, daB die Reaktion des Darmsaftes durchschnittlich 
by = 8,4 betrigt. Die Aktivitiit des Enzyms ist, wenn eine Uber- 
tragung der Verhiltnisse der Versuche in witro auf den Organismus 
gestattet ist, gegen Casein nicht einmal halb so groB wie beim 
Uptimum. Es ist wieder ein Beispiel dafiir, daB das p,y-Optimum 
13* 
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der Enzyme und die Reaktion des Darminhaltes nicht iiber. 
einstimmen miissen. Zieht man zum Vergleich die Ergebnisse 
Shinodas heran, so findet man eine starke Ahnlichkeit mit dey 
Gallerraenzym. Das Optimum betriigt bei Bombyx gegen Casein 95, 
Auch der Verlauf der Kurve ist mit dem von Galleria abnlici, 
Die Proteinasen der drei erniihrungsbiologisch verschiedeney 
Lepidopterenvertreter sind in der p,,-Abhingigkeit recht  iiber. 
einstimmend. Das Trneolaenzym zeigt noch die stiirksten Ab. 
weichungen, doch sind diese nicht hoch einzuschitzen, da iy 
anderen Insektenordnungen (mit neutralem Darmsaft) Optima 
von p, = 7 gefunden wurden [Wigglesworth®!?*)], Kin alka. 
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Fig. 2. 
Puo- Kurven der Aminopolypeptidasen. 


e —- @ Tineola, & — — — A Galleria, 
fo) @ Tineola bei Gegenwart von Thioglykolsdure. 


lisches Optimum ist demnach ein Charakteristikum der Lepi- 
dopterenproteinasen. Eine Ubereinstimmung zwischen Reaktions- 
optimum und H*-Konzentration des Darmsaftes ist nur inner- 
halb weiter Grenzen zu beobachten, weil die Optima bei den 
verschiedenen Arten recht nahe beisammen liegen (p,, = 9,3—9,)). 
die Reaktion des Darmsaftes aber zwischen 8—10 schwankt. 
Die Aminopolypeptidase von 7neola hat ein breites Optimum 
bei p, = 8,1. Das Enzym von Gallerva zeigt dasselbe Optimum, 
auch der Verlauf der Kurven ist bei beiden Arten fast kongruent 
(Fig. 2). Da mit Dipeptidase enthaltenden Enzympriparaten ge- 
arbeitet wurde, so war es méglich, da8 das Optimum durch die 
Wirkung dieses Fermentes verschoben sein kénnte. Die spiter 
erdrterte 'atsache der héheren Sulfhydrylempfindlichkeit der D'- 
peptidase wurde beniitzt um das Enzym stirker zu hemmen. Kine 
Aufnahme der p,-Kurve des T?neolaenzyms bei Gegenwart vol 
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Thioglykolsiure ergab nur eine ganz geringe Verschiebung des 
Optimums nach p,,= 8,2. Dieser Versuch, wie auch der Um- 
stand, daB das nach der Tripeptidspaltung gebildete Glycylglycin 
langsamer gespalten wird, laBt vermuten, dab das Optimum ziemlich 
richtig ist. Bei Insekten wurde bisher eine Aminopolypeptidase 


‘noch nicht studiert, so daf kein Vergleichsmaterial vorliegt. Bei 


dem Krebs Maja ist das Enzym von Mansour-Bek’) nach- 
gewiesen worden. Es spaltet Leucylglycylglycin optimal bei 
Pa = 8,2. 


Die p,,-Abhingigkeit der Dipeptidasewirkung ist sehr stark. 


'Beim Tvneolaenzym liegt das Optimum p,, = 7,5, beim Galleria- 


8 nana | 








Spalfaeg in ae 

















Fig. 3. 
Puo-Kurven der Dipeptidasen. 
e — @ Tineola, &— — — J Galleria. 


enzym etwas alkalischer, bei 7,8 (Fig. 3). Die p,-Kurve ist die- 
selbe, gleichgiltig ob das Enzym aus dem Darmsaft oder den 
Darmzellen gewonnen wurde. Es wird also keine besondere 
Dipeptidase sezerniert. Die Abweichungen im Optimum bei beiden 
Arten ist so gering, daB es sich wohl um dasselbe Enzym handeln 


|} wird. Shinoda findet an Bombyx bei p,, = 8,0 ein Optimum fiir 


Glycylglycin. Da es aus der Arbeit des Autors nicht zu ersehen 
ist, ob er den Temperaturkoeffizienten seines Puffers beriicksichtigt 
hat, so besteht die Méglichkeit, daB der angegebene Wert um 
03—0,5 im p,, zu alkalisch angegeben wurde. Es wire dann 
die Ubereinstimmung mit den an den Motten gewonnenen Werten 
hoch besser. 

Ks wurde bereits friiher darauf hingewiesen, daB die Proteinase 
von Tineola eine geringe Sulfhydrylempfindlichkeit aufweist, mit 
Enterokinase aktiviertes Trypsin aber nach den Arbeiten von 
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Grassmann, Dyckerhoff und Schoenebeck") durch Cystein 
und andere Thiolverbindungen stark gehemmt wird. Da die 
Tineolaproteinase allen ihren Kigenschaften nach eine Tryptas 
vorstellt, so fallt die geringe Empfindlichkeit auf. In Fig. 4 sind 
die Hemmungswerte von Tineola-, Galleria- und Pankreasproteinase 
bei drei verschiedenen Thioglykolsiurekonzentrationen dargestell, 
Im Gegensatz zu den anderen Enzymen zeigt die T2neolaproteinase 
eine vollstindige Unempfindlichkeit gegeniiber schwachen (0,01 1 
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Thioglycolsaxrehonrentralion 
Fig. 4. 
Die Hemmung der Proteinasen durch Thioglykolsaure. 


e @ Tineola, &— — — BM Galleria, 
+ + Pankreasproteinase (Pankreatin, Merck). 


Thiolkonzentrationen*), Bei héheren Konzentrationen tritt woil 
eine Hemmung ein, doch wird nur etwa !/, der Aktivitat ver- 
nichtet. Das Verhalten des Galleriaenzymes ist hier von groem 
Interesse. Es nimmt eine Mittelstellung ein. Schon schwache 
Thiolkonzentrationen haben eine hemmende Wirkung, doch zeigen 
héhere Konzentrationen keinen bedeutenden HinfluB mehr und 
die Hemmung geht nicht unter 50°/, der Wirksamkeit. Unter 
den gleichen Versuchsbedingungen wurde ein Trypsinpriparal 
total gehemmt. 

Die Aminopolypeptidase zeigt bei Tineola wie Galleria die- 
selbe Empfindlichkeit gegen Thiol. Auffallend ist die geringe 
Hemmung durch schwache Konzentrationen (Fig. 5). 


*) Tineolaproteinase war auch gegen 0,01 n-Cystein und NaSH w 
empfindlich. 
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Cystein Die Dipeptidase wird bei beiden Arten schon durch schwache 
Da die Konzentrationen kriftig gehemmt. (Fig. 6). Da wihrend der 
['ryptase J Spaltungszeit — wie im Versuchsteil niher erértert wird — die 
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Thiolkonzentration nicht konstant gehalten werden konnte, so 
— sind die hier erhaltenen Werte mit denen anderer Arbeiten schwer 
vergleichbar. Immerhin aber fallt die relatiy hohe Sulfhydryl- 
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festigkeit der Mottenpeptidasen auf, da die Enzyme aus Verte- 
bratenorganen schon durch 0,001 m Lésungen iuBerst stark ge- 
hemmt werden. 

Aus den geschilderten Beobachtungen ergibt sich eine weit- 
gehende Ahnlichkeit der Proteasen der einzelnen Lepidopterenarten, 
Als zweifellos identisch sind die Peptidasen anzusprechen. Sie 
stimmen sowohl im Optimum, wie in der Sulfhydrylempfindlichkeit 
iiberein. In wesentlichen Eigenschaften sind auch die Proteinasen 
gleich. Ihre Optima liegen nahe beisammen, ihre Sulfhydryl- 
empfindlichkeit ist nicht hoch. Die Proteinase von Tineola zeigt 
in ihrer vollstindigen Festigkeit gegen verdiinnte Liésungen von 
Sulfhydrylverbindungen eine interessante Abweichung, die als eine 
Steigerung der auch bei anderen Lepidopteren verbreiteten geringen 
Hemmbarkeit aufgefaBt werden kann, jedenfalls nur aus der be- 
sonderen Ernaihrungsart der Motte verstindlich ist. Reinigungs- 
versuche kénnten klarstellen, ob diese Steigerung auf Begleitstoffe 
zuriickgeht, die diese spezifische Wirkung ausiiben. Diese Eigen- 
schaft des Enzyms ist aber fiir eine erfolgreiche Keratinverdauung 
nicht unbedingt notwendig. Man kann in Bestimmungsansiitzen, 
die Schafwollhaare als Substrat und Thioglykolsiure als Reduktions- 
mittel enthalten, auch mit Gallerzaproteinase eine Spaltung cr- 
halten. Sind einmal bei einer Art die Vorbedingungen zur Keratin- 
verdauung gegeben: 1. alkalischer Darmsaft, 2. Wirksamkeit der 
Proteinase bei dieser Alkalitiit und 3. Resistenz des Enzymes 
gegen die auftretenden SH-Gruppen, so entscheidet das Auftreten 
eines ,,Reduzierenden Agens“ dariiber, ob eine Keratinverdauung 
stattfindet. In der Arbeit wurde nun gezeigt, daB diese Vor- 
bedingungen innerhalb systematischer Gruppen verbreitet sein 
kénnen. Sie zeigen keine direkten Beziehungen zur Nahrung, 
sind also wohl phylogenetisch bedingt. Durch Steigerung einzelner 
Enzymeigenschaften kann die Verdauung dann beschleunigt werden. 

Den hornverdauenden Mikrolepidopterenlarven ist 
die Verwertung ihrer Nahrung nicht durch besondere 
Kigenschaften ihrer Enzyme, sondern durch abweichende 
Bedingungen der Enzymwirkung, das Auftreten eines 
negativen Redoxpotentiales im Darmsaft, erméglicht. 

Wenn das ,,Reduzierende Agens“ tatsiichlich die Anpassung 
der Tiere an die Keratinnahrung vorstellt, dann sollte es auch 
auBerhalb der Mikrolepidopteren bei Keratinfressern nachweisbar 
sein. Nicht abgeschlossene Versuche an Mallophagen konnten 
aber bereits eindeutig zeigen, daf auch hier die Epidermisgebilde 
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yihrend der Verdauung einer Reduktion unterliegen. Indigotetra- 
suifonat wird im Kropfsaft und Darm reduziert. Finden sich 
sefressene Stiickchen von Federn im Kropf und Darm vor, so 
lassen sich stets gréBere Mengen von Sulfhydrylverbindungen 
nachweisen. Letztere Reaktion fiel auch im Darmsaft der horn- 
fressenden Larven des Kifers Anthrenus fasciatus positiv aus. 
Die Enzyme dieser Tiere kamen aber bisher noch nicht zur 
Untersuchung. 


An dieser Stelle sei es mir gestattet, Herrn Prof. Dr. S. P. L. Sérensen 
fir sein stetes Interesse an der Arbeit bestens zu danken. Vielen Dank schulde 
ich Herrn Dr. K. Linderstrém-Lang fir die Einfiihrung in die Mikro- 
methode und fiir Ratschlige. Den Aufenthalt am Carlsberg Laboratorium 
yerdanke ich einem Rockefeller Stipendium, das mir durch Herrn Prof. 
Dr. Paul Kriiger (dzt. Heidelberg) liebenswiirdigerweise vermittelt wurde. 


Versuche. 


1. Tiermaterial und Herstellung der Enzymlésungen. Tineola. 
Zur Untersuchung wurden erwachsene, lingere Zeit hindurch mit einem 
Schafwollstoff gefiitterte Larven genommen. Die Priiparation des Darm- 
saftes wurde wie folgt vorgenommen: Nach dem Abschneiden des Kopfes 
und des letzten Abdominalsegmentes konnte der Mitteldarm mit einer Nadel 
herausgezogen werden. Mit etwas physiologischer NaCl-Lésung wurde nun 
der GroBteil des anhaftenden Blutes und Fettkérpers abgespiilt. Unter 
dem Binokular wurde in einer feuchten Kammer versucht, den Darm mit 
2Nadeln so vorsichtig in der Mitte aufzutrennen, daB8 dabei méglichst 
wenige Zellen verletzt werden. Die peritrophische Membran, die jetzt zutage 
tritt, umschlieBt neben den gefressenen Schafwollpartikelchen den GroBteil 
des Darmsaftes. Die Membran wurde nun aus dem Darm herausgezogen 
und im Mikroskop kontrolliert, ob nicht Zellen daran kleben blieben. Die 
Schliuche wurden nun in 30°/, Phosphatglycerin (30 cem 88°/, Glycerin + 
deem m/15-KH,PO, + 5 cem m/15-Na,HPO, aufgefiillt auf 100 cem Wasser) 
extrahiert und nach etwa 2 tigigem Stehen im Eisschrank vom Ungeldsten 
durch Zentrifugieren gereinigt. Die Lésung enthiilt alle sezernierten Pro- 
teasen. Die bei dieser Préparation erhaltenen Darmepithelien wurden 
ebenfalls mit Phosphatglycerin extrahiert und auf gleiche Weise gereinigt. 
Im Extrakt sind die Proteasen der Darmzellen enthalten. 

Galleria*). Da bei dieser Art eine feste peritrophische Membran nicht 
vorkommt, muBte zur Gewinnung von Darmsaft ein anderer Weg gewihlt 
werden, der bei der GréBe dieser Larven méglich war und sehr sauberen 
Darmsaft liefert. Die etwa 2cm langen Riupchen haben die Eigenart, 
bei Berithrnng manchmal etwas Darminhalt durch den Mund austreten zu 
lassen, ‘welchen man mit einer Glascapillare auffangen kann. Auf diese 


‘) Herr Reg.-Rat Prof. Dr. A. Borchert (Berlin) verschaffte mir eine 
Kultur von Wachsmotten, wofiir ich auch an dieser Stelle bestens danken 
moech te. 
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Weise lassen sich von einer gréBeren Kultur, die man sich bei Fiitto. 
rung mit alten Brutwaben leicht halten kann, leicht 50—100 emm Darmsaf 
zusammentragen, was bei Anwendung der Mikromethode fiir viele Versuchs. 
reihen gentigt. Auch hier wurde in gleicher Weise wie oben Glycerin 
zugesetzt und gereinigt. Die Proteasen der Darmzellen wurden in dhnlicho; 
Weise gewonnen wie bei 7imeola. Durch einen dorsalen Hautschnitt wurde 
der Darmkanal freigelegt, herauspripariert und mit NaCl-Lésung alles Ap. 
haftende nach Méglichkeit entfernt. Der Inhalt wurde auslaufen gelassey, 
Kine griindliche Reinigung gelingt nicht, da die Darmwand schon bei ge 
ringer mechanischer Beanspruchung zerreiBt. Weitere Priparation wie he; 
Tineola. 


2. Bestimmung der Proteinase. Als Substrat kam Casein nach 
Hammarsten zur Verwendung. Als Bestimmungsmethode wurde bei dey 
Versuchen zur Aufstellung der p,;-Kurven und Bestimmung der Enzyn. 
mengen eine fiir die Eigenart der verwendeten Mikromethode brauchbar 
Modifikation der Titration nach Willstitter beniitzt. 

Der Ansatz lautet: 7cmm Substrat (6°/, Casein, 0,1 n-NH,—NH,C! 
Puffer, py-Korrektionslésung) und 7 cmm Enzymlésung. 

Beziiglich aller weiterer Einzelheiten iiber die Ausfiihrung der Spi. 
tung, Sistierung und Titration, ferner iiber die Zusammensetzung der 
Lésungen zur Bestimmung der pq-Kurven sei auf die friihere Abhandlung 
verwiesen *). 

Die Beziehung zwischen Proteinasemenge und Umsatz 
wurde fiir eine Reaktionszeit von 2 Stunden sowohl fiir das aus 
dem Darmsaft wie aus dem Epithel gewonnene Enzym_ bein 


P,-Optimum festgestellt. 

Da die hier angewandte Mikromethode die Anwendung von unter 
geteilten Pipetten nicht zulaBt, so konnten die fiir vorliegende Zwecke be 
notigten Verdiinnungsstufen nur auf einem Umweg wie folgt erhalten 
werden: 4 Glischen wurden mit der Enzymausgangslésung beschickt, und 
zwar das erste mit 4mal 7cmm, das zweite mit 3mal 7, das nichste wit 
2mal 7 und endlich imal 7 cmm. Dann wurden, vom 2. Glischen an- 
gefangen, steigende Mengen 30°/, igen Glycerins dazupipettiert, so daB schlied: 
lich jedes Glischen 4mal 7cmm enthielt. Es resultieren nach _ griind 
lichem Umrihren 4 Verdiinnungsstufen, deren Enzymmengen sich wie 
4:3:2:1 verhalten. Der Inhalt jedes der Glischen wurde auf 4 Reak- 
tionsgefaiBe verteilt. Zwei dienten dann in der iiblichen Weise nach Zu 
fiigen des Substrates zur Bestimmung, die anderen beiden als Kontrollen. 
Bei der Herstellung der Verdiinnungsstufen ist eine besonders sorgfiltige 
Arbeit Vorbedingung. 

Das Ergebnis ist in Fig. 7 dargestellt. Wahrend bei Galler 
keine direkte Proportionalitit zu beobachten ist, welches Ver 
halten auch von anderen Proteinasen, wie Trypsin, Mayja-Pro- 
teinase gezeigt wird, so findet sich auffallenderweise bei Tineold 
bei nicht zu groBen Enzymmengen eine solche vor. Die Pro- 
teinasen aus dem Darmsaft geben das gleiche Ergebnis wie die 


aus den Zellen gewonnenen. 
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Als Proteinaseeinheit wurde eine Spaltung von Peptid- 
hindungen Aquivalent 2,5 cmm 0,05 n-Base im iiblichen Ansatz 
bei optimalem p,,, einer Reaktionszeit von 2 Stunden und 40° 


hezeichnet. Aus der Enzymmengeumsatzkurve kann jede belie- 
bige Spaltung bei obiger Reaktionszeit in Pr.K. ausgedriickt werden. 
Die EKinfithrung der EKinheit war unbedingt nétig, da bei der 
verschiedenen Kinetik der Enzyme beider Arten sonst vergleich- 
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Enzymmengenumsatzkurven der Proteinasen. 
@ ——- @ Tineola, &— — — J Galleria. 


bare Werte iiber Enzymmengen und Hemmung nicht gegeben 


werden kénnten. 
Zwischen Zeit und Umsatz konnte keine einfache Beziehung 


gefunden werden. 


Versuche iiber die Sulfhydrylempfindlichkeit. Da die Disso- 
ziation der Sulfhydrylgruppe im Umschlagsgebiet des Indicators (Thymol- 
blau) die Schirfe der Titration ungiinstig beeinfluBt, so wurde trotz anderer 
Schwierigkeiten, die sich durch die Schwerléslichkeit des Caseins in Aceton 
ergeben, als Bestimmungsmethode fiir diese Versuche die Titration der 
Aminogruppen nach Linderstrém-Lang gewihlt. Die Salzsiurekonzen- 
tration der Sistierungsfliissigkeit muBte so hoch gewihlt werden, daB die 
Reaktion iiber den Umschlagspunkt von Naphthylrot verschoben wird. 
Das ungespaltene Casein ist dann in 80°/, Aceton eben noch loéslich. Die 
Titration erfolgt zum iiblichen Umschlagspunkt mit 0,05 n-Tetramethyl- 
ammoniumhydroxyd als Base. Das Casein wurde mit NaOH bis zum ge- 
wiinschten py versetzt. Auf einen Zusatz von Puffer — es wire infolge 
der Fliichtigkeit von Ammoniak nur ein Glykokoll-NaOQH-Gemisch ver- 
wendbar gewesen — wurde im Interesse eines scharfen Umschlages und 
zur Vermeidung einer noch stirkeren HCl-Konzentration bei der Sistierung, 
die die Fehlergrenzen der Pipetten unertriglich vergréBern wiirde, ver- 
zichtet. Der pq des Ansatzes wurde also wihrend der Spaltung nach der 
sauren Seite verschoben, doch wurde einerseits mit méglichst kleinen Spal- 
tungswerten gearbeitet, andererseits die Lésung von Anfang an auf p;; = 10,0 
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eingestellt. Infolge des flachen Abfalles der py-Kurve nach der alkali. 
schen Seite kénnen die daraus resultierenden Fehler nicht stérend wirken, 

Die Caseinspaltung wurde bei drei Thiolkonzentrationen (0,01, 0,05, 
0,1 n) untersucht, wozu Thioglykolsiiure verwendet wurde. Da das Casein 
keinen Puffer enthilt, muB beim NaOQH-Zusatz die Dissoziation der Thio. 
gruppe beriicksichtigt werden. 

Zu allen Versuchen bei Gegenwart von Thioglykolsiure im Ansaty 
mub bemerkt werden, da8 keine Vorkehrungen getroffen wurden, um die 
in den alkalischen Ansitzen stattfindende Autoxydation zu verhindern. ['s 
soll aber betont werden, da den Ansiitzen kein Eisen zugefiigt wurde. 
Die angegebenen SH-Konzentrationen sind demnach als Anfangskonzen- 
trationen zu verstehen. Die Autoxydation kann aus dem Grund nicht ganz 
zu vernachlissigen sein, weil bei der Mikromethode der Ansatz (14 emm) 
als Tropfen in einem Glasréhrchen hingt, das einen Inhalt von etwa 
0,3 cem hat. Der Tropfen grenzt also mit einer groBen Oberfliiche an ein 
Luftvolumen, das auch zur Totaloxydation genug Sauerstoff enthilt. Die 
Autoxydation konnte aber nicht tiefgreifend sein, weil Thioglykolsiure, 
wie Versuche von Fruton und Clarke im Warburgapparat zeigten, recht 


Tabelle 1. 





Tineola Galleria 





SH- AEE Pen 
Kon- Spaltung Spaltung 
ie Substratlésung in emm Base | in emm Base 
Pr.E. - Pr.E. 
. Fini | Ter. | | 
tration Ver- | Mitte | Ver- iMittel 
such | such | 
1 ccm Caseinlsg. (8g Ca- | | 
sein + 2,67 ccm 2n-NaQH | 5 99 5,16 | 
aufgefiillt auf 100eem H,O) | -,,.. - ; ‘ _— 
0 rr 15 cem H,O + 2,5 cem | 10 5,16 | 2,07 | 5,20 | 5,08 | 2,78 
0,145 n-NaOH. 5,18 ! 4,88 | 
Pr = 10,0*). (40°). | 
1 cem Caseinlsg. + 0,05 ccm | 
Thiollsg. (0,8 m-Na-Thio- | 5 46 | 8.88 
glykolat + 0,188 n- NaOH) — 516 | 2.07 8.90 wee | 1:07 
0,01n )! + 7,45ecm H,O + 2,5ccem | 4 | 516 | 2,07 | 3,90 | 3,92 | 1,87 
0,145 n-NaOH. 9,18 | 3,98 | 
Pu = 10,0*). (40°). | 


Lcem Caseinlsg. + 0,25ceem | 494 | 3.70 | 

Thiollsg. + 7,25 eem H,O | , o, , “e 

+ 2,5 ecm 0,145 n-NaQOH. — 4,15 1,66 mete 3,76 | 1,1! 
Pa = 9,85*). (40°). 4,18 3,72 


| 
| 1 cem Caseinlsg. + 0,5cem | 3 69 | | | 
Thiollsg. + 0,7cem H,O + | . ror | | 1 ¢5 
~~ 2,5cem 0,145 n-NaOH. | °*4 | re) ee 
Pu = 9,70*). (40°). 3,98 | | 











*) Die py-Bestimmungen wurden mit der Glaselektrode ausgefihrt. 
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langsam oxydiert, und die Oxydation muBte recht gleichmaBig erfolgen, 
da die Spaltungswerte untereinander stets eine gute Ubereinstimmung 
zeigten. 

Die Mittelwerte der erhaltenen Spaltungen wurden in Enzymeinheiten 
ausgedriickt. Die Berechnung der Hemmung in Prozent wurde ausgefiihrt 
(Pr.E.)p — (Pr.E.) 554 


nach der Formel: H = _ x 100; (Pr.E.), und (Pr.E.)g}; be- 


(Pr.E.), 
deuten die Enzymeinheiten ohne bzw. nach Sulfhydrylzusatz. 
Ansatz: 7cmm Substratlésung + 7cemm Enzymlésung. Reaktions- 
zeit: 2 Stunden, 40°. 
Ein Versuchsergebnis sowie die Zusammensetzung der Substrat- 
lisungen wird in Tab. 1 gebracht. 


3. Bestimmung der Aminopolypeptidase. Da das als Substrat 
verwendete Peptid Alanylglycylglycin wechselnde Mengen von Wasser 
enthilt, wurde sein Molekulargewicht durch Bestimmung des Gesamt-N 
Kjeldah)), der freien NH,-Gruppen (Acetontitration) und COOH-Gruppen 
(Alkoholtitration) festgestellt. 

Zur Bestimmung der Spaltungen wurde ausschlieBlich die Aceton- 
titration in der von Linderstrém-Lang und Holter beschriebenen 
Mikromodifikation verwendet’). 

Der Ansatz lautet: 


7 cmm Substratlésung (0,2 m-Tripeptid + n m-NaOH) 
+ T7emm Enzymlésung. 


Reaktionszeit 2 Stunden, 40°. 


Bei der Bestimmung der p,-Kurven wurde die Reaktion der Ansiitze 
nur durch Zusatz von NaOH zum Peptid eingestellt, ohne Verwendung 
eines Puffers. Um die Reaktion bei der Spaltung nicht allzu stark zu ver- 
schieben, wurden die Enzymmengen so abgepabt, daB die Spaltungen nicht 
hiher ausfallen, als der Liésung der Hilfte der einen Peptidbindung der 
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Fig. 8. 
Enzymmengenumsatzkurven der Aminopolypeptidasen. 
8 Seothapc ranches # Tineola, A ae A Galleria, 
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Tabelle 2. 

















br 1409 n m-NaOH schihnage e ee e s 
in Substratlésung Versuche Mittel 
| 
ean aes ; is a 
6,88 0,0132 4,49 | 4,50 
4,51 
5,77 
7,27 0,0302 3,73 0,75 
5,75 | 
6,64 | 
1,83 0,0829 6,58 | 6,61 
6,66 
8,17 0,1280 6,70 | 6,65 
6,62 
| 
6,15 
8,63 0,1752 6,13 6,10 
6,01 
5,58 
8.88 0,1894 5,56 5,55 
5,50 
5,16 
9,13 0,1972 5,16 5,16 
Tabelle 3. 
> AO 
— » aaeee emm 0,05 n HCl 
H — a | 
in Substratlésung Versuche | Mittel 
| 
6,88 0,0132 1,70 1,64 | 1,67 
1,66 | 
7,27 0,0302 2,52 2,68 2.66 
2,68 
7,83 0,0829 4,48 4,30 4,41 
4,44 
8,17 0,1290 5,06 5,00 5,04 
5,06 
8,63 0,1793 4,10 4,24 4,20 
4,26 
8,88 0,1994 3,28 | 3,52 
3,76 
9,13 0,2318 2,56 2,70 
2.84 
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spaltbaren optischen Isomere entspricht. Tab. 2 gibt als Beispiel die Werte 
fir Tineola an. Dort finden sich auch die zur Erreichung einer bestimmten 
Reaktion nétigen Basemengen angefihrt. Der p,, der Ansiitze wurde mit 
der Glaselektrode bestimmt. Wurde bei Gegenwart von Thioglykolsiure 
(,1n im Ansatz) untersucht, so muBte beim Basezusatz auf die Dissoziation 
der SH-Gruppe Riicksicht genommen werden (Tab. 3). 


Die Beziehung zwischen Polypeptidasemenge und Um- 
satz beim Reaktionsoptimum, 2 Stunden Spaltungszeit und 40°, 
yar nur bei kleineren Enzymmengen annihernd proportional. (Fig.8.) 
Die Enzyme beider Arten verhalten sich gleich. 

Kine Aminopolypeptidaseeinheit ist als diejenige Knzym- 
menge definiert, die unter obigen Bedingungen im Ansatz eine 
25 cmm 0,05 n-HCl aquivalente Menge Amino-N freisetzt. Aus 
der Kurve Fig.8 léBt sich dann jede Spaltung in P.E. ausdriicken. 

Zu den Versuchen iiber die Hemmungswirkung der Thioglykol- 
siure muB bemerkt werden, da8 hier infolge des groBen Basegehaltes des 
Ansatzes 0,1 n alkoholische HCl zur Sistierung verwendet werden muBte. 
Da die Fehler der Pipetten dadurch verdoppelt werden, muBte bei den 
Versuchen besondere Sorgfalt angewendet werden. Die Ergebnisse sind in 


Fig. 4 graphisch dargestellt. Auf die Anfiihrung eines Beispieles mub, da 
es methodisch nichts Neues bringt, verzichtet werden. 


4. Bestimmung der Dipeptidase. Als Substrat wurde Alanylglycin 
verwendet. Der Ansatz bestand, wie iiblich, aus 7 cmm Substrat (0,2 m Pep- 
tid +n m-NaOH) und 7 cmm Enzymlésung. Die Reaktion der Ansitze 
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Enzymmengenumsatzkurven der Dipeptidasen. 
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wurde ebenfalls mit NaOH eingestellt, ein Puffer wurde nicht verwendet. 
Es ist aus der Dissoziationskonstante des Dipeptids fiir 40° méglich die 
Laugenmengen zu berechnen, die zur Erreichung einzelner H*+-Konzentra- 
tionen nétig sind. Ferner ist es auch médglich, die Verschiebung der 
Reaktion wihrend der Spaltung aus dem Umsatz zu berechnen, was einen 
groben Vorteil bedeutet, da py-Bestimmungen in den so kleinen Ansiitzen 
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bei bestimmter Temperatur recht schwierig sind. Tab. 4 orientiert jibe, 
die Basewerte, die zur Erreichung der zur Aufstellung der py-Kurve yer. 
wendeten Punkte nétig waren. Da das hierfiir verwendete Peptid abe 
etwas wasserhaltig war, so ergab eine elektrometrische Priifung der Reaktigy 
der Ansiitze, wie aus der Tabelle ersichtlich, geringe Abweichungen yon de, 
errechneten Werten. 

Die Beziehung zwischen Enzymmenge und Umsatyz is 
bei beiden Arten streng linear, gleichgiiltig ob das Enzym ay 
den Darmzellen oder Darmsaft gewonnen wurde, insofern die 
Spaltungswerte nicht allzu hoch sind (Fig. 9). Die Lineariti 
des Umsatzes ist auch von den Dipeptidasen anderen Ursprunges 
her bekannt. 

Kine Dipeptidaseeinheit ist die Enzymmenge, die unter 
den Bedingungen des Ansatzes in 2 Stunden bei 40° eine fi 
2,5 cmm 0,5 n-HCl iquivalente Menge Amino-N in Freiheit setzt, 


Tabelle 4. 





Py (40°) des Ansatzes Px (40°) —t Spaltung in einm 
4 “im | See 0,05 n-HC 
‘iis | (elektro- | derSpaltung | im Substrat (Mittelwerte) 

| metrisch 

aleeieneates | gepriift) (errechnet) | (errechnet) | Tineola | Galleria 
6,6 6,62 6,65 0,0147 4,85 3,57 
7,0 : 7,02 7,08 0,0333 5,83 | 4,90 
7,4 | 7,45 7,52 0,0668 6,30 | 6,22 
7,8 | 7,85 8,08 0,1115 5,88 | 6,10 
8,2 | 8,80 8,47 0,1520 4,85 5,28 
8,6 8,86 : 0,1777 Mi = 











Fiir die Versuche itiber die Hemmung durch Thiolverbindungen gilt 
das gleiche, wie bei der Polypeptidase beschrieben wurde. 

5. Spaltung von Schafwolle bei Verwendung von Galleriapro 
teinase. Auf alle Einzelheiten der Bestimmungsmethode mu8 auf den 
Versuchsteil der friiheren Abhandlung verwiesen werden’). 

Ansatz: 0,3 mg Schafwolle; 7 emm Pufferlésung + Reduktionsmitte 
(0,2 m thioglykolsaures Na, 0,168 m-NaOH und 0,12 m Glykokoll); 7 emu 
Enzymlésung (5,3 Pr.E.); py 9,9. Spaltungszeit: 5 Stunden. 40°. 


Tabelle 5 





emm 0,05 n alkohol. (CH;),NOH 





Kontrollen Mittel Bestimmungen Mittel | Spaltung 
12,80 | 10,90 | 
12,58 12,73 | 10,58 | 1069 | ~~ 2,04 


12,80 10,60 
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| Ein gleichzeitig angesetzter Kontrollversuch ohne Zusatz von Schaf- 
| wolle ergab Spaltungswerte innerhalb der Fehlergrenze, so daB eine Auto- 
lyse vernachlissigt werden kann. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird untersucht, ob sich die Proteasen der keratin- 


| fressenden Mottenraupen in ihren Kigenschaften wesentlich von 


den Enzymen der Arten mit anderer Ernahrung unterscheiden. 


| Die Untersuchungen wurden an Tvneola biselliella und Galleria 
' nellonella durchgefiihrt. 


2. Galleriaraupen sind nicht imstande Keratin zu verdauen. 


_ Gefressene Schafwolle erleidet keine tiefgreifende Verinderung. 


Im Darmsaft ist kein negatives Redoxpotential vorhanden, es 


 treten keine nachweisbaren Mengen von Sulfhydrylverbindungen auf. 


3. Die Proteinase von Galleria hat gegen Casein ein p,,-Optimum 
von 9,6 und kommt darin dem Enzym von Tineola mit 9,3 recht 
nahe. Im Gegensatz zu Galleria zeigt die Proteinase von Tineola 
eine direkte Proportionalitiit zwischen Enzymmenge und Umsatz, 
was bisher noch von keiner Proteinase bekannt ist. Die Proteinase 
ist das wirksamste Enzym bei beiden Arten. 


4, Die Aminopolypeptidase hat bei beiden Arten gegen Alanyl- 
glycylglycin ein Optimum bei p,, = 8,1. 

5. Das Optimum der Dipeptidase bei Spaltung von Alanyl- 
glycin betriigt bei Tineola p,, = 7,5, bei Galleria gegen 7,8. 

6. Wihrend die Peptidasen beider Arten gegen Sulfhydryl- 
verbindungen etwa die gleiche Empfindlichkeit zeigen, so bestehen 
in dem Verhalten der Proteinasen Unterschiede. Das Enzym von 
Tineola ist gegen niedere Konzentrationen (0,01 n) vollstindig un- 
emptindlich und wird erst durch stirkere miBig gehemmt, wihrend 
das Gallercaenzym schon auf schwache Konzentrationen deutlich 
anspricht. Die Hemmung ist aber auch beim Galleriaenzym 
geringer als beim Trypsin der Vertebraten. 

7. Die Proteasen der Schmetterlingslarven mit verschiedener 
Ernihrung unterscheiden sich nur unbedeutend und sind zur Keratin- 
verdauung im Reduktionsmilieu geeignet. Es hat sich aber ge- 
zeigt, dab gewisse Kigenschaften (geringe SH-Empfindlichkeit) bei 
Keratinfressern graduell besser entwickelt sind als bei den 
anderen Arten. 


8. Allein ein negatives Redoxpotential im Darmsaft er- 
miglicht den Insekten eine Ausniitzung des Keratins als Nahrung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXLI. 14 
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Es ist bisher nur bei Keratinfressern beobachtet worden und tritt 
bei Tieren verschiedener systematischer Zugehdrigkeit auf (Lepi- 
dopteren, Mallophagen). 
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Uber Vinyl- und Aminoporphine’), 
Von 


Hans Fischer, Erich Haarer und Friedrich Stadler. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mai 1936.) 


Vor kurzem?) berichteten wir tiber die Abwandlung des Pro- 


| plonsiiurerestes in 7-Stellung im Pyrroporphyrin (1,3,5,8-Tetra- 
| methyl-2,4-diaithyl-porphin-7-propionsiure) zur Vinylgruppe auf 


dem Wege des Curtiusschen Abbaues. Nahe lag es, diese 
Reaktion auf Mesoporphyrin zu iibertragen. Mesoporphyrin IX- 
ester, der aus Haimin leicht zuginglich ist, wurde in das Dihydr- 
azid iibergefiihrt, das durch gute Krystallisationsfihigkeit aus- 


| gezeichnet ist. Sein Kupfersalz gab bei der Analyse einen zu 


seringen Stickstoffgehalt, wahrscheinlich weil es — vielleicht unter 


' dem KinfluB des als Katalysator wirkenden Kupfers — bei der 


Verbrennung explosionsartig zerfallt. In schwefelsaurer Lésung 
lieh sich das Mesoporphyrin-hydrazid oxydieren, wobei, wie schon 
friher beobachtet (a.a.O. und Dissertation J. Ebersberger, 8.11, 
Miinchen, 1934), unter Stickstoffabspaltung und Hydrolyse des 


| zweiten Hydrazidrestes freies Mesorhodin in guter Ausbeute ge- 


bildet wird, bewiesen durch iibereinstimmende spektroskopische 


| Befunde sowie durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt der Ester. 


Alle Versuche, Mesorhodin dem Curtiusschen Abbau zu unterziehen, 
scheiterten, weil Hydrazidbildung nicht erreicht werden konnte. Hierbei 


_ wurde aber beobachtet, da8 beim Kochen von Mesorhodinester in Eisessig 
| in sehr guter Ausbeute Mesoverdinester entsteht, der hier zum erstenmal 


beschrieben ist. Mesoverdin ist so bequem zugiinglich und wird z. Z. einer 


_ eingehenden Untersuchung unterzogen. 


Mesoporphyrin [X-dihydrazid gibt ebenso wie Pyrroporphyrin- 
lydrazid mit 1 Mol Benzaldehyd das entsprechende Kondensations- 


produkt mit 2 Molekiilen Benzaldehyd. Die gut krystallisierten 


') 36. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine; 35. Mittlg. Liebigs 


| Ann. 521, 157 (1985). 


*) H. Fischer u. E. Haarer, Diese Z. 229, 55 (1934). 
14* 
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Korper sind spektroskopisch mit dem Ausgangsmaterial identisch, 
trotz der Belastung mit den ,schweren“ Kernen. Ein Versuch, 


6-Formyl-pyrroporphyrin mit Pyrroporphyrin-hydrazid in Reaktioy 
zu bringen, miBlang. 

In diesem Zusammenhang sowohl wie zwecks weiteren Curtiusschey 
Abbaues haben wir Iso-uroporphyrin I-octahydrazid, Uroporphyrin-oct. 
hydrazid, Rhodoporphyrin XV-dihydrazid und Rhodoporphyrin XV-mono. 
hydrazid gewonnen. Letzteres trigt den Hydrazidrest am Propionsiiure. 
rest. Alle vier Verbindungen krystallisieren prachtvoll. Uroporphyrin. 
octahydrazid wurde mit Nitrit in das Octaazid iibergefiihrt, dessen Spektrum 
gegeniiber Uroporphyrin-octamethylester nach Rot verschoben ist. fs 
la8t sich mit Essigsiiure unter Stickstoffabspaltung verkochen und in ein 
krystallisiertes Chlorhydrat iiberfiihren. Die niihere Untersuchung steht 
hier und ebenso bei den obengenannten Kérpern noch aus. 

Mesoporphyrin-dihydrazid wurde in salzsaurer Lésung mit 
salpetriger Séure bei 0° in das Diazid, das 1,3,5,8-Tetramethyi- 
2,4-diithyl-porphin-6,7-dipropionsdureazid tibergefiihrt und dessen 
Chloroformlésung unter Zusatz von Methylalkohol zum Urethan 
verkocht. Der als Zwischenprodukt auftretende Diisocyansiure- 
ester wurde nicht isoliert. Das Diurethan [1,3,5,8-Tetramethyl- 
2,4-diiithyl-6, 7-di(athyl-w-methylurethan)-porphin] gibt ein schin 
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krystallisiertes Kupfersalz. Mit 10°/,iger Salzsiure liBt sich bei 
130—140° das Urethan zum Porphyrin-amin-hydrochlorid [1,3,5,8- 
Tetramethy] -2,4-diithyl-6, 7- di(athyl-w-aminhydrochlorid)-porphir- 
dihydrochlorid], das noch 1 Mol Krystallwasser enthalt, umsetzen. 
Das Diamin gibt eine schén krystallisierte Tetraacetylverbindung 
und Kupfersalz. 

Mit Dimethylsulfat konnte genau so wie beim Amin als 
Pyrroporphyrin das Dimethylsulfat-Anlagerungsprodukt des 1,3,5,8- 
Tetramethyl-2,4-diithyl-6,7-bis-dimethylaminoathyl-porphin folgen- 
der Konstitution: 
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| \CH, \CH, 
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erhalten werden. Kochen mit 10°/,igem methylalkoholischem Kali 
| bewirkt Abspaltung von Dimethylamin und Bildung von Iso-proto- 


‘itioporphyrin folgender Formulierung: 

















H,C= ih H,C; CH, 
| 
iil ee 
/ NH NH 
HC CH 
N N 
A CH— Al 
H,C——CH=CH, H,C=-HC———CH, 


Es krystallisiert prachtvoll und wurde durch Kupfer- und 


| Eisensalz des niheren charakterisiert. Mit Natrium-Amylalkohol 
| laBt es sich nach dem spektroskopischen Befund leicht in das 
_zugehérige Chlorin iiberfiihren. Ob dabei eine Reduktion der 
 Vinylgruppen zum Athylrest stattgefunden hat, wurde noch nicht 


untersucht. Der Nachweis der Vinylgruppen lieB sich durch An- 
lagerung von 2 Mol Diazoessigester wie beim Protoporphyrin *) er- 


bringen. Die Reduktion mit Jodwasserstoff—Kisessig ergab Atio- 
| porphyrin. Es trat also Hydrierung der beiden Vinylreste ein. 
_ Auch Bromwasserstoff konnte addiert werden. Mit Natronlauge 


gelang der Austausch gegen Hydroxyl. Spektroskopisch bestand 
Identitit mit Himatoporphyrin. Offensichtlich sind 2 Oxithyl- 
reste gebildet worden, womit auch iibereinstimmt, daB mit kon- 


zentrierter Schwefelsiure sich wieder das urspriingliche Spektrum 


des Vinylporphyrins herstellt. Durch Umsetzung des oben er- 


| Wahnten Bromkérpers mit Methylalkohol wurde eine prachtvoll 


*) H. Fischer u. H. Medick, Liebigs Ann. 517, 245 (1935). 








904 Hans Fischer, Erich Haarer und Friedrich Stadler, 


krystallisierende Verbindung erhalten, die zwei Methoxyle enthiilt. 
aber auch noch etwa 7°/, Brom. Ob deshalb die Reaktioy 
geradeso wie beim Hamin bzw. Protoporphyrin unter Anlagerung 
von 2 Mol Methylalkohol in @-Stellung an die Vinylgruppen er. 
folgt ist, steht noch nicht fest, allerdings konnte beim Erhitzen anuj 
180° wieder das Spektrum des Vinylporphyrins beobachtet werdey 
und kein Anhaltspunkt fiir Neubildung eines isocyclischen Systems 
war gegeben. Die Untersuchung wird noch weiter fortgesetzt. 
Durch unsere Untersuchungen sind im Himin, im Chlorophy!| 
und im Bilirubin die Vinylgruppen bzw. die Vinylgruppe nach. 
gewiesen. Ihr Verhalten ist aber ein verschiedenartiges, was sich 
unter anderem im Verhalten gegen Jodwasserstoff zeigt. Wihrend 
im Himin auch in der Kalte Reduktion zum Athylrest eintritt 


— ist ja doch Porphyrinogen isolierbar —, tritt beim Bilirubin & 


ein weiBer, amorpher, scheinbar hochmolekularer Kérper neben 
Spuren von Bilirubinsiure auf, wihrend in der Chlorophyllreihe 
die Oxoreaktion eintritt. Das wesentliche dieser Reaktion ist die 
Umwandlung der Vinylgruppe in den Acetylrest, wobei wir als 


Zwischenprodukt die Bildung eines «w-Oxithylrestes annehmen, | 


der durch das in Freiheit gesetzte Jod dann zum Acetylrest 
dehydriert wird. Wa&ahrend nun beim Hamin die Seitenkette 
CHOHCH,, die im Hamatoporphyrin 2mal enthalten ist, dureb 
relativ groBe Stabilitét sich auszeichnet, und durch Jodwasser- 
stoff unter schirferen Bedingungen zum Athylrest reduziert. wird, 
tritt beim Chlorophyll eben die Dehydrierung zum Acetylrest ein. 
Ks war deshalb von Interesse, Tetramethyl-himatoporphyrin-eisen- 
salz, das bequem zuginglich ist, der Oxoreaktion zu unterwerten. 
Hierbei wurde ein schén krystallisiertes neues Porphyrin — aller- 
dings in sehr schlechter Ausbeute — beobachtet, das auf Grund der 
Kigenschaften und der Analyse wahrscheinlich die Seitenketten 
CHOHCH, und COCH, triigt. DaB ein Acetylrest entstanden ist. 
schlieBen wir aus dem Bestehen eines Oxims, dessen Analyse 
darauf hinweist, daB bei der Reaktion die Gruppe CHOHCH, 
zum Athylrest reduziert wurde. Statt des Acetylrestes bestelt 
auch die Méglichkeit des Vorliegens eines Formylrestes. Die 
Untersuchung soll bei Gelegenheit nochmals wiederholt werden. 
um einen genauen EKinblick in ihren Verlauf zu gewinnen. 
Friiher*) war der Abbau des Koproporphyrins I bis zum 
Tetra-urethan des Koproporphyrins durchgefithrt worden, 4a‘ 


‘) Diese Z. 195, 79 (1981). 
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durch auBerordentliche Stabilitit ausgezeichnet ist. Vor einiger 
Zeit nun?) hatten wir beim Pyrroporphyrinazid durch Umsetzung 
mit 50°/,iger Essigsiure nach Lindemann’) den Abbau zum 
Amin beobachtet, wenn auch in schlechter Ausbeute. Nahe lag 
es, diese Methode auch auf Koproporphyrin I-siuretetrazid zu 
iibertragen, um die Entstehung des schon friiher als duBerst 
stabil erkannten Urethans zu vermeiden. In der Tat gelang die 
Abscheidung des entsprechenden Tetramins als Hexahydrochlorid 
in gut krystallisiertem Zustand und in guter Ausbeute im Gegen- 
satz zum Verhalten des Pyrroporphyrinazids, bei dem der Abbau 
iiber das Urethan vorzuziehen ist. Die Analysenzahlen beweisen, 
daB 1,3,5,7-Tetramethy1-2, 4, 6,8-tetra-(athyl-w-amino-hydrochlorid)- 
porphyrin-dihydrochlorid folgender Konstitution vorliegt. 








H,C——=CH,CH,NH, H,C, CH, CH, NH, 
| 1 | HCl Ul | HCl 
cu} 

J Xu it \ 

HC OH 

\ NHCI CIHN / 
Ul | | IV | 
H,NH,CH,C——CH, H,NH,CH,C CH, 
CIH ClH 


Beim Trocknen im Hochvakuum gehen bei 90° 2 Mol Chlor- 
wasserstoff weg*), Durch Umsetzung mit Essigsiureanhydrid— 
Natriumacetat liBt sich das Tetraminohydrochlorid acetylieren. 
Bemerkenswerterweise werden 8 Acetylreste aufgenommen, wie die 
Analyse dies beweist, und die erhaltene Verbindung ist in Pyridin— 
Ather spektroskopisch identisch mit Koproporphyrin I-tetramethyl- 
ester. DaB es sich in Wirklichkeit um den Eintritt der Acetyl- 
reste an den Aminogruppen der Seitenketten handelt, wurde weiter 
hewiesen durch Kupfersalzbildung, die in iiblicher Weise herbei- 
gefiihrt wurde. Das Kupfersalz krystallisiert sehr schén und die 
Analyse beweist, daB die Acetylreste erhalten geblieben sind, 
mithin kein Acetyl an den Stickstoffatomen des Porphinkerns 
eingetreten sein kann. Spektroskopisch besteht wieder Identitit 
mit Koproporphyrin I-tetramethylester-kupfersalz. 


°) Ber. chem. Ges. 58, 1221 (1925). 

8) Es sind die beiden am tertiiren Stickstoff der Pyrrolkerne III 
und IV angelagerten Chlorwasserstoffmolekiile. Das zuriickbleibende, noch 
4 Chloratome enthaltende salzsaure Salz zeigt in Wasser das _,,neutrale“ 
Porphyrinspektrum. Offenbar ist das zugrunde liegende Tetramino-porphyrin 
eine starke Base. 
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1,3,5, 7 -Tetramethyl-2, 4,6,8 -tetra(ithyl-w -aminhydrochlorid). 
porphindihydrochlorid wurde, wie friiher') beschrieben, durch Be. 
handlung mit Dimethylsulfat und Alkali in Methylalkohol und 
Verkochen in das 1,3,5,7-Tetramethyl-2,4,6,8-tetravinylporphin 
folgender Konstitution iibergefiihrt: 














H,C——CH—CH, “— 7 CH, 
J XH NH 
HC . CH 
N N 
\A a) __ A! 
_— lee en —CH, 


Leider ergab die Analyse im Kohlenstoffgehalt ein geringes 
Defizit. Dieses ist bedingt durch festgebundenes Halogen, dessen 
Entfernung auch durch Umkrystallisierung in Pyridin miBlang, 
Jedoch konnte die Tetravinylverbindung durch Umsetzung mit 
Kupferacetat in iiblicher Weise in die Komplexverbindung iiber- 
gefiihrt werden, die die geforderten Werte gab. Auch ergab die 
katalytische Reduktion in glatter Reaktion unter Aufnahme von 
4 Mol Wasserstoff Atioporphyrin I in guter Ausbeute, so daB das 
Vorhandensein obigen Kérpers mit Sicherheit erwiesen ist. Tetra- 
methyl-tetravinylporphin zeigt die theoretisch vorauszusehende 
Verschiebung der Spektralstreifen nach Rot gegeniiber dem ge- 
siittigten Atioporphyrin und auch beim Kupfersalz ist dieselbe 
Verschiebung zu beobachten, ebenso bei der Behandlung mit 
Diazoessigester hier nach Blau. Der interessante Tetravinylkérper 
soll noch einer eingehenden Untersuchung unterzogen, insbesondere 
die Himatoreaktion angewandt und auch der RingschluB zu den die 
4 Pyrrolkerne verkniipfenden Methingruppen versucht werden. 

Gelegentlich der 35, Mitteilung und fiir die demniichst er- 
folgende Verdffentlichung von weiteren Untersuchungen wurdeu 
groBe Mengen von Pyrroporphyrin bendtigt. Die friiheren Vor- 
schriften wurden deshalb in verschiedenen Punkten verbessert. 
Wir geben sie im experimentellen Teil wieder. 


Versuehsteil. 


Koproporphyrin I-saiurehydrazid. 5 g Koproporphyrin I-tetra- 
methylester werden mit 200 cem Pyridin am RKiickfluBkiihler erhitzt, dann 
werden 5cem Hydrazinhydrat hinzugefiigt. Nach einer Stunde beginnt 
bereits die Abscheidung des Siurehydrazids. Es wird zur Vervollstindigung 
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' der Reaktion noch 1 Stunde am RiickfluBkiihler weitergekocht. Die Kry- 
stalle werden abfiltriert und mit Alkohol gewaschen. Ausbeute quantitativ. 


Koproporphyrin I-saureazid. 5 g Koproporphyrinsiurehydrazid 


| werden in 1/, Liter eisgekiihlter 2°/,iger Salzsiure geliést. Zu dieser Lésung 
| wird unter Kiskiihlung eine Lésung von Natriumnitrit in Wasser im Uber- 
' schuB hinzugegeben, 1 Stunde stehen gelassen und das Azid abgesaugt. 


In der Lisung sollen sich immer Eisstiickchen befinden. Das Azid wird 
mit Eiswasser bis zum Verschwinden der Jodkalistirkereaktion und absolut 
siurefrei gewaschen. Das Rohazid wird gleich auf das Athylaminporphyrin 
weiterverarbeitet. 


1,3,5,7-Tetramethyl-2,4, 6, 8-tetra(athyl-w-aminhydrochlorid)-por- 


phindihydrochlorid. Das oben dargestellte frisch bereitete Kopropor- 


phyrinsiiureazid wird 2 Stunden am RiickfluBkiihler mit 300 cem 50°/,iger 


| Essigsiiure verkocht. Nach dem Erkalten werden nochmals 200 ccm de- 


stilliertes Wasser hinzugefiigt und in einem Fliissigkeitsextraktor die filtrierte 
Lisung mit Ather extrahiert. Dabei geht in der Hauptsache die Essigsiure 
und etwa nicht umgesetztes Koproporphyrin aus der Lésung heraus. Die 


Lisung wird nochmals filtriert und auf dem Wasserbad zur Trockene ein- 


gedampft. Der Riickstand wird mit wenig Salzsiiure aufgenommen und 
wieder auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft. Diese Operation wird 
1 mal wiederholt, dann wird der Riickstand mit destilliertem Wasser zur 


| Lésung gebracht und auf ein kleines Volumen eingeengt. Das Hexahydro- 
| chlorid krystallisiert aus, wird abgesaugt und mit Aceton gewaschen. 


Zur Analyse wird es im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet 
bis zur Konstanz, da bei der Trocknung im Hochvakuum bei 90°, wie aus 
der Analyse hervorgeht, bereits die beiden Chlorwasserstoffmolekiille, die 
am Porphinstickstoff gebunden sind, weggehen. 


3,885 mg Subst. (bei 90° i. Hochv. getr.): 8,045 mg CO,; 2,330 mg H,0O. 


CysH,.N,Cl, (684) Ber. C5612 H 6,78 N 16,37 Cl 20,73 
Gef. ,, 56,48 ,, 6,71. 


4,737 mg Subst. (bei 20° i. Hochv. getr.): 8,845 mg CO,, 2,745 mg H,0. 
— 3,462 mg Subst. (bei 20° i. Hochv. getr.): 0,423 cem N, (22°, 719 mm), — 
5,340 mg Subst.: 5,989 mg AgCl. 


C,.HygNgCl, (757) Ber. C 50,72 H 6,39 N 14,80 Cl 28,10 
Gef. ,, 50,91 ,, 6,48 ,, 13,88 ,, 27,75. 


Spektrum in Wasser: (verwaschen). 


[. etwa 620 Max.; II. etwa 567 Max.; III. etwa 538 Max.; IV. etwa 
504 Max.; End-Abs. 440. 


Reihenfolge der Intensitiiten: IV, UH, III, IL. 
1,3,5, 7-Tetramethyl-2,4, 6,8 -tetra(athyl-«w-diacetylamin)-porphin. 


500 mg des Hexaminhydrochlorids werden mit 50 ccm Essigsiureanhydrid, 
dem etwas Natriumacetat zugesetzt ist, 3 Stunden am RiickfluBkihler ge- 
kocht. Das Essigsiureanhydrid wird im Vakuum auf dem Wasserbad ab- 
gedampft, der Riickstand mit heiBem Wasser gewaschen und dann aus 
Pyridin-Methylalkohol umkrystallisiert. 
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Zur Analyse wird nochmals aus Pyridin—-Methylalkohol umkrystallisiert 
und im Hochvakuum iiber Paraffin, Phosphorpentoxyd und Atzkali zur (Je. 
wichtskonstanz getrocknet. Schmelzp. 287°. 


4,710 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 11,240 mg CO,; 2,865 mg 
H,O. — 3,450 mg Subst.: 0,397 cem N, (22°, 712 mm). 


C,3H,,N,0, (874,5) Ber. C 65,86 H669 N i2,81 
Gef. ,, 65,09 ,, 6,78 ,, 12,47. 


Spektrum in Pyridin-Ather: Identitat mit Koproporphyrin I- tetra. 
methylester. 


1,3,5,7-Tetramethyl-2, 4, 6,8 - tetra (athyl- o-diacetylamin)- porphin. 
kupfersalz, 50 mg des Diacetylamins werden in Pyridin gelést und heii 
eine hei filtrierte Lésung von Kupferacetat in Eisessig hinzugefiigt. Es 
wird zum Erscheinen des Komplexsalzspektrums aufgekocht und erkalten 
gelassen. Das Kupfersalz krystallisiert in Niidelchen aus. Zur Analyse 
wird nochmals aus Pyridin-Methylalkohol umkrystallisiert und bei 70° im 
Hochvakuum iiber Paraffin, Phosphorpentoxyd und Atzkali getrocknet, 
Schmelzp. 278°. 


4,022 mg Subst. (70° i. Hochv. getr.): 8,980 mg CO,, 2,015 mg H,0, 
0,355 mg CuO. — 3,535 mg Subst.: 0,363 cem N, (22°, 719 mm). 


C,,H,,N,0,Cu (936) Ber. C 61,53 H 6,03 N 11,97 Cu 6,79 
Gef. ,, 60,89 ,, 5,60 ,, 11,80 ,, 7,05. 


Spektrum in Pyridin-Ather: Identitit mit Koproporphyrin -I-tetra- 
methylester—Cu-Salz. 


1,3,5,7 - Tetramethyl-2,4,6,8-tetravinylporphin. 1 g des Hexa- 
hydrochlorids wird am RiickfluBkiihler mit 5 eem Dimethylsulfat und 5 ccm 
Methylalkohol 1 Stunde erhitzt. Dann werden 100 cem Methylalkohol 
hinzugefiigt und langsam festes Atzkali, bis die Reaktion stark alkalisch ist. 
(Etwa 20°/,ige methylalkoholische Kalilauge.) Dann wird 3 Stunden weiterhin 
am RiickfluB gekocht, bis die Abspaltung von Trimethylamin beendet ist. 
Jetzt wird die Lésung in 3 Liter Chloroform gegeben, erst schwach essig- 
sauer gemacht, damit das Porphyrin in das Chloroform hineingeht, dann 
wird 2 mal mit Natronlauge und 2 mal mit destilliertem Wasser gewaschen. 
Die Chloroformlésung wird unter Zusatz von etwas Pyridin auf ein méglichst 
geringes Volumen eingeengt und mit der 4fachen Menge Methylalkohol 
versetzt. Das Vinylporphyrin krystallisiert in Wiirfelehen und _ schmilzt 
nicht bis 360°. Zur Analyse wurde nochmals mit Pyridin aus der Hiilse 
extrahiert. 


3,662 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 10,698 mg CO,, 2,100 mg 
H,O. — 2,450 mg Subst.: 0,269 cem N, (21°, 719 mm). 


CyoHgyN, (470) Ber. C 81,65 H 648 £=N 11,92 
Gef. ,, 79,65 , 6,42 ,, 12,06. 


Die Differenz im Kohlenstoffgehalt ist bedingt durch eine Halogen- 
aufnahme bei der Aufarbeitung iiber Chloroform, die selbst durch Um 
krystallisieren aus Pyridin nicht wieder riickgingig zu machen ist. Die 
selbe Beobachtung wurde auch bereits bei Atioporphyrinen gemacht. 
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Spektrum in oe 
I. ... 6,44,6—638,6...; II. ...595...585,4—581,5; III. 553,2—539,8 ; 











- 641,6 583,5 546,5 
IV. 521,0—502,0; End-Abs. 440. 


511,5 

Reihenfolge der Intensititen: III, IV, I, II. 

1,3,5,7-Tetramethyl-2,4,6,8-tetravinylporphin-Cu-salz. 20 mg 
Jetravinylporphyrin werden in 10 cem heibem Pyridin gelést, dazu wird 
eine heiB filtrierte Lésung von Cu-Acetat in Eisessig hinzugefiigt und bis 
zum Verschwinden des Porphyrin- und Erscheinen des Komplexsalz- 
spektrums gekocht. — Dann wird Methylalkohol hinzugegeben. Das 
Cu-Salz krystallisiert in Wiirfelchen; bis 360° war kein Schmelzen zu be- 
obachten. 

Zur Analyse wurde nochmals aus Pyridin-Methylalkohol umkrystalli- 
siert, und iiber Phosphorpentoxyd, Atzkali und Paraffin im Hochvakuum 
bei 80° getrocknet. 

4,345 mg (bei 80° i. Hochv. getr.): 11,420 mg CO,, 2,075 mg H,O, 
0,640 mg CuO. 

C.,H,,N,Cu (582) Ber. C 72,20 H 5,31 Cu 11,95 
Gef. ,, 71,68 ,, 5,34 ,, 11,76. 

Die Analyse stimint besser als die des freien Porphyrins, da anscheinend 
Halogen durch das Kupferacetat als Kupferhalogen abgespalten wurde. 

Spektrum in Chloroform: 

T. 591,0—569,6; II. ...549,8—531,1...: End-Abs. 450. 

580,3 540,5 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, LI. 

Katalytische Hydrierung von 1,3,5,7-Tetramethyl-2, 4,6, 8-tetra- 
vinylporphin zu Atioporphyrin I. 5,395 mg des Tetravinylporphyrins 
werden in einer Halbmikrohydrierungsapparatur mit 5 mg Palladium und 
3cem Eisessig hydriert. Dabei ist nach etwa 1'/, Stunden die Wasserstoff- 
aufnahme beendigt, sie betriigt 1,1 cem, das entspricht einer Aufnahme von 
4 Mol Wasserstoff. Nach Beendigung des Versuches wird Atioporphyrin 
spektroskopisch festgestellt, wie durch Vergleich mit synthetischem Atio- 
porphyrin I bewiesen werden konnte bei der Projektion tibereinander. 











Der Curtiussche Abbau an Mesoporphyrin IX. 


1, 3, 5, 8- Tetramethy] -2, 4-diathyl-porphin - 6, 7 - di (propionsaure- 
hydrazid). (Mesoporphyrin IX-dihydrazid.) 3 ¢ Mesoporphyrin-dimethy]- 
ester werden mit 50 ccm Methylalkohol und 10 cem Hydrazinhydrat (destil- 
liert) bei 135° in einem Handautoklaven 12 Stunden gedriickt. Die Krystalle 
werden abfiltriert, mit Methylalkohol gewaschen und dann aus der Hiilse 
mit Pyridin extrahiert. Das Dihydrazid krystallisiert in blauvioletten Nidel- 
chen, die in Ather unldslich, in Methylalkohol ebenso unléslich, in Pyridin 
schwerléslich sind und bis 300° nicht schmelzen. 

Zur Analyse wurde nochmals aus der Hiilse mit Pyridin extrahiert 
und im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd, Atzkali und Paraffin bei 90° 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
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4,441 mg Subst.: 0,016 mg Asche, 11,200 mg CO,, 2,840 mg H,0. 
3,206 mg Subst.: 0,549 ecm N, (22°, 719 mm). 


C,,H,.N,O. (594,39) Ber. C 68,64 H 7,12 N 18,85 
Gef. ,, 69,03 ,, 7,18 ,, 18,75. 


Spektroskopisch besteht Identitit mit Mesoporphbyrinester. 


1,3,5,8 - Tetramethyl-2, 4-diathyl-6,7 - di (aéthyl-w-methylurethan). 
porphin. (Mesoporphyrin [X-diurethan.) 2g Mesoporphyrin-dihydrazid 
werden in 100 cem eisgekiihlter 5°/, iger Salzsiiure gelést und so lange 
Natriumnitritlésung zugegeben, bis Jodkaliumstirkepapier gerade gebliiut 
wird. Das Diazid flockt aus und wird nach 1 stiindigem Stehenlassen des 
Reaktionsgemisches durch Ausschiitteln in Chloroform gebracht, die Chloro. 
formlésung (etwa 2 Liter) zur Entfernung des durch Verseifung des Di. 
hydrazids entstandenen Mesoporphyrins mit Natronlauge gewaschen, filtriert 
und dann nochmals dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Chloro- 
formlésung wird iiber Chlorcalcium trocken filtriert und auf dem Wasserbad 
bei Zugabe von absolutem Methylalkohol eingeengt. Am Schlu8 wird nocb- 
mals absoluter Methylalkohol zugegeben, um den Rest des Chloroforms 
zu verdringen. Beim Stehenlassen krystallisiert das Diurethan in rotlich- 
braunen prismatischen Nadeln aus, die bei 252° schmelzen. Zur Analyse 
wurde aus der Hiilse mit Aceton extrahiert. Gewichtskonstanz bei 70°. 


5,534 mg Subst.: 14,045 mg CO,, 3,485 mg H,O. — 4,150 mg Subst: 
0,518 cem N, (22°, 720 mm). 
CysH,,N.O, (624,39) Ber. C 69,19 H 712 N 13,46 
Gef. ,, 69,22 ,, 7,05 ,, 18,68. 
Spektroskopisch ist das Diurethan identisch mit Mesoporphyrinester. 


1, 3, 5, 8- Tetramethy]l -2,4-diathyl-6,7-di (athyl-«-methylurethan)- 
porphinkupfersalz. (Mesoporphyrin [X-diurethan-kupfersalz.) 200 mg 
Mesoporphyrin [X-diurethan werden in heiBem Pyridin gelést und etwas 
krystallisiertes Kupferacetat hinzugefiigt. Es wird bis zam Erscheinen 
des Komplexsalzspektrums aufgekocht. Beim Erkalten krystallisiert das 
Kupfersalz unter Umstinden nach Hinzufiigen von etwas Methylalkohol in 
rotbraunen Nidelchen vom Schmelzp. 270° aus. 


Zur Analyse wurde nochmals aus Pyridin-Methylalkohol umkrystalli- 
siert. Gewichtskonstanz bei 70° (iiber Phosphorpentoxyd, Atzkali). 


5,275 mg Subst.: 12,140 mg CO,, 2,955 mg H,O, 0,605 mg CuO. — 
4,119 mg Subst.: 0,462 ccm N, (22°, 720 mm). 


C,,H,.N,0,Cu (685,96) Ber. C 62,98 H 6,17 N 12,25 Cu 9,27 
Gef. ,, 62,77 ,, 627 , 12,29 ,, 9,16. 


Spektroskopisch besteht Identitiéit mit Mesoporphyrin-kupfersalz. 


Mesoporphyrin IX-aminhydrochlorid. 2g Mesoporphyrinurethan, 
Schmelzp. 252°, werden mit 100 cem 10°/, iger Salzsiiure auf dem Wasserbad 
zur T'rockene eingedampft. Die Verseifung des Urethans zum Amin ist ein- 
getreten, wie die Unldslichkeit des Aminhydrochlorids in Ather beweist. 
Es wird aus der Hiilse mit Pyridin einmal und mit Methylalkohol extrahiert 
und es krystallisiert gut in sehr kleinen Wiirfelchen. 
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Methyliertes methylschwefelsaures Mesoporphyrin-amin. Meso- 
porphyrinaminhydrochlorid wird mit Dimethylsulfat und Natronlauge auf 


' der Maschine bis zur Zerstérung des Dimethylsulfats geschiittelt. Es wird 
 abfiltriert; auf die Analyse wurde verzichtet, da neben dem Schwefel auch 


Chlor vorhanden ist und das Produkt so nicht einheitlich ist. Es wurde so- 


fort mit methylalkoholischer Kalilauge (10°/,) zum 


Iso-proto-atioporphyrin verkocht. Das Iso-proto-itioporphyrin zeigt 


beinahe das gleiche Spektrum wie das Protoporphyrin und ist nur eine 
_Kleinigkeit nach Blau verschoben. (Vielleicht ist dies noch auf Ver- 
 unreinigung zuriickzufiihren, was sich bei Nacharbeitung der Versuche zu 
| Analysensubstanzen herausstellen wird.) 


Rhodoporphyrin XV-monohydrazid. 1 g Rhodoporphyrin-mono- 


methylester vom Schmelzp.330° wurde nach der von H. Fischer, G. Hummel 
und A. Treibs’) beschriebenen Methode dargestellt, und mit 10 g Hydrazin- 
| hydrat und 100 cem Methylalkohol am RiickfluBkiihler auf einer Schiittel- 
_ maschine 36 Stunden lang gekocht. Es wird erkalten lassen und abfiltriert. 
| Zur Analyse wurde zweimal aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert und 
| bei 80° iiber Paraffin, Phosphorpentoxyd und Atzkali im Hochvakuum zur 


Konstanz getrocknet. Der Schmelzpunkt liegt bei 285°. 
4,065 mg Subst.: 10,430 mg CO,, 2,585 mg H,O. — 3,300 mg Subst.: 


| 0,404 cem N, (19°, 720 mm). — 3,515 mg Subst.: 1,345 mg AgJ. 


C,,H,,.N,O, (566,83) Ber. C 69,92 H 6,76 N 14,84 OCH, 5,48 
Gef. ,, 69,98 ,, 7,12 ,, 13,57 ,, 5,06. 


Rhodoporphyrin XV-dihydrazid. 8 g Rhodoporphyrin-dimethylester 


- vom Schmelzp. 263° werden mit 10 g Hydrazinhydrat und 100 cem Methyl- 


alkohol in einem Handautoklaven 24 Stunden bei einer Temperatur von 


| 135° gedriickt. Die Krystalle werden abfiltriert. Die Analyse von Stickstoff 
' ergab, daB Mono- und Dihydrazid zu gleichen Teilen entstanden sind. Analyse 


des Gemisches: 4,190 mg Subst.: 0,664 ccm N, (22°, 722 mm), d.s. 17,42°/, N. 


| Fiir das Verhiltnis von 50: 50°/, ist die Theorie 17,31°/,. Das Dihydrazid ist 
| duBerst schwer léslich in Pyridin. Das Monohydrazid konnte auf diese Weise 
| entfernt, aber nicht frei von Dihydrazid erhalten werden. Das Dihydrazid war 


nach der Extraktion mit Pyridin in der Hiilse in vollig reinem Zustand zuriick- 
geblieben. Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 80° tiber Paraffin, Phos- 


| phorpentoxyd und Atzkali zur Konstanz getrocknet. Schmilzt nicht bis 360°. 


4,970 mg Subst.: 12,340 mg CO,, 3,020 mg H,O. — 4,525 mg Subst.: 
0,766 cem N, (21°, 722 mm). 
C,H N,0, (566,4) Ber. C 67,81 H 6,76 N 19,78 
Gef. ,, 67,72 ,, 6,80 ,, 18,67. 
Unwigbare Spuren von Silberjodid bei der Methoxylbestimmung. 
Uroporphyrin-octahydrazid. 0,2 g Uroporphyrin-octamethylester 
vom Schmelzp. 292° werden mit 2g Hydrazinhydrat und 30 ccm Methyl- 


alkohol im Bombenrohr 12 Stunden bei 130° gedriickt. Die Krystallform 
ist von verfilzten gebogenen Nadeln in kleine gerade Nidelchen iiber- 


| gegangen, die abfiltriert, mit heiBem Methylalkohol, mit heiBem Wasser, 


) Liebigs Ann, 471, 263 (1929). 
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heiBem Pyridin und wiederum heiBem Methylalkohol gewaschen werden, 
Der Kérper ist hygroskopisch, nimmt ungefihr 3'/, Mol Wasser auf und 
ist dann konstant. Bis 360° konnte kein Schmelzen beobachtet werden, 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 80° iiber Paraffin, Phosphor. 
pentoxyd und Atzkali jeweils zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


3,950 mg Subst.: 2,145 mg H,O, 7,305 mg CO, — 2,194 mg Subst.: 
0,552 cem N, (22°, 718 mm). 
C,oH;,N2,0, (942,6) Ber. C 50,92 H 5,78 N 29,72 
Gef. ,, 51,06 ,, 6,07 ,, 27,50. 


Iso-Uroporphyrin I-hydrazid. 0,5 g Iso-Uroporphyrin I-octamethy). 
ester vom Schmelzp. 284° werden mit 5 cem Hydrazinhydrat und 40 cem 
Methylalkohol 8 Stunden im Bombenrohr bei 185° gedriickt. Der krystalli- 
sierte Kérper wird abgesaugt, mit Methylalkohol, heiBem Wasser, heifem 
Pyridin und Methylalkohol gewaschen. Der Kérper ist in allen Lésungs. 
mitteln, auBer Mineralsiuren, unléslich, und kann daher nicht umkrystalli. 
siert, sondern nur umgefillt werden. Er wird aber bei lingerem Stehen 
in Salzsiure langsam verseift und wird aus diesem Grunde zur Analyse 
besser nicht umgefillt. Der Kérper ist leicht hygroskopisch und hat keinen 
Schmelzpunkt. Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 70° 
iiber Paraffin, Phosphorpentoxyd und Atzkali getrocknet. 


4,885 mg Subst.: 2,605 mg H,O, 9,090 mg CO,. — 4,253 mg Subst. 
1,107 cem N, (21°, 722 mm). 

C,oHs,N,,0, (940,6) Ber. C 50,92 H 5,78 N 29,72 OCH, 0,0 

Gef. ,, 50,75, 5,97 , 28,71 , —. 

Die Substanz ist asche- und methoxylfrei und trotzdem leicht hygro- 
skopisch. 

Die bisher beschriebenen Versuche und der letzte wurden von Herm 
E. Haarer durchgefiihrt, die nun folgenden von Herrn F. Stadler. 


1, 3,5, 8-Tetramethyl -2,4-diathyl-porphin - 6,7 -di(propionsaure- 
hydrazid)-kupfersalz. (Mesoporphyrin IX-dihydrazid-kupfersalz).100mg 
Mesoporphyrindihydrazid werden in heibem Pyridin gelést und etwas festes 
Kupferacetat hinzugefiigt. Es wird kurz aufgekocht bis zum Erscheinen 
des Komplexsalzspektrums. Aus Pyridin-Methylalkohol krystallisiert das 
Kupfersalz in sehr kleinen Wiirfelchen, die nicht unter 300° schmelzen. 

Zur Analyse wurde nochmals aus Pyridin—Methylalkohol umkrystalli- 
siert und im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd, Paraffin und Atzkali bei 70) 
zur Konstanz getrocknet. 


6,650 mg Subst.: 15,190 mg CO,, 3,560 mg H,0, 0,788 mg CuO. 
3,691 mg Subst.: 0,519 eem N, (22°, 712 mm). 


C,,H,)N,0O,Cu (656) Ber. C 62,20 H 6,15 N 17,08 Cu 9,69 
Gef. ,, 62,80 ,, 5,99 ,, 15,24 ,, 9,47. 


Spektroskopisch besteht Identitit mit Mesoporphyrinkupfersalz. 


Oxydation von Mesoporphyrindihydrazid zu Mesorhodin. 50 mg 
Mesoporphyrindihydrazid lést man in verdiinnter Schwefelsiure und liibt 
tropfenweise eine wiifrige Liésung von Kaliumpermanganat zuflieBen bis 
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rerden | zum Umschlag des Spektrums. Es wird in Ather getrieben und mit Diazo- 
uf und methan verestert. Aus Chloroform-Methylalkohol krystallisiert der Meso- 
rerden, (@ rhodinester in diinnen Platten vom Schmelzp. 258°. Spektroskopisch ist er 
sphor- mit dem aus Mesoporphyrin durch Oleum erhaltenen Mesorhodinester *) 


' identisch. Der Mischschmelzpunkt mit diesem gibt keine Depression. 


Subst.: Kondensation von Pyrroporphyrin XV-hydrazid mit Benzaldehyd. 
| 300 mg Pyrroporphyrinhydrazid werden in einer Porzellanschale in 6 cem 
frisch destilliertem Benzaldehyd durch Erwirmen gelést und auf dem 

Wasserbad eingedampft. Das Kondensationsprodukt wird aus der Hiilse 
mit Pyridin extrahiert. Nach Zusatz von Methylalkohol krystallisiert es in 


rethyl- leicht zerbrechlichen Prismen vom Schmelzp. 290°. 

10 com Zur Analyse wurde nochmals umkrystallisiert und iiber Phosphor- 
nal | pentoxyd, Atzkali und Paraffin bei 70° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
ei 

leer 4,810 mg Subst.: 0,010 mg Asche, 13,440 mg CO,, 2,780 mg H,O. — 
“stall 4,050 mg Subst.: 0,519 cem N, (22°, 709 mm). 

Stehen C,,H,,N,O (595) Ber. C 76,59 H 6,60 WN 14,12 

nalyse & Gef. ,, 76,26 ,, 6,48 ,, 18,83. 

non Spektroskopisch ist das Kondensationsprodukt identisch mit Pyrro- 
ei 70 


porphyrinester. 


tahe Kondensation von Mesoporphyrin IX-dihydrazid mit Benz- 
— aldehyd. 100 mg Mesoporphyrindihydrazid werden in einer Porzellan- 
| schale mit 4 cem frisch destilliertem Benzaldehyd in der gleichen Weise 


0 wie oben in Lésung gebracht und zur Trockene eingedampft; das Kon- 
| densationsprodukt wird mit Chloroform aus der Hiilse extrahiert. Nach 
iygro- Zugabe von Methylalkohol krystallisiert es in schriig abgeschnittenen Platten 


vom Schmelzp. 275°. 
) Zur Analyse wurde mehrmals mit Chloroform aus der Hiilse extrahiert, 


Herm nit Methylalkohol gefiallt und im Vakuum bei 70° iiber Phosphorpentoxyd, 
Atzkali und Paraffin bis zur Konstanz getrocknet. 
jaure 4,320 mg Subst.: 11,870 mg CO,, 2,530 mg H,O. — 3,174 mg Subst.: 
— 9,417 com Ny (24°, 716 mm). 
astes ; 

ee C,sHsoN.0, (770) Ber. C 74,76 H6,54 N 14,54 

t das Gef. ,, 74,94 ,, 6,55 ,, 14,23. 

en, Spektroskopisch besteht ebenfalls Identitiéit mit Mesoporphyrinester. 

stall’ —1,3,5,8-Tetramethyl -2,4-diathyl-6,7- di@thyl-o-aminhydrochlo- 

lis rid)- porphin- dihydrochlorid. 4g Diurethan vom Schmelzp. 252° werden 
mit 200 cem 10°,iger Salzsiure im Glaseinsatz eines Handautoklaven 

0. ; §Stunden auf 130—140° erhitzt. Bei langsamem Abkiihlen im Autoklaven 


scheidet sich das Diaminhydrochlorid in groBen Nadeln ab. Sie werden 
abfiltriert, mit etwas verdiinnter Salzsiure gewaschen und als Rohprodukt 
zur Analyse gegeben. Das Porphyrinhydrochlorid schmilzt nicht unter 
300° und firbt sich zwischen 200 und 300° allmihlich dunkel. 

Zur Analyse wurde im nicht evakuierten Exsiccator bei gew6hnlicher 
50 mg saapeeniae —e—~, (iiber Phosphorpentoxyd, Atzkali). 


*’) H. Fischer u. J. Ebersberger, Liebigs Ann. 509, 19 (1934). 
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14,09 mg Subst.: 29,61 mg CO,, 9,17 mg H,O. — 4,447 mg Subst, 
0,510 cem N, (24°, 726 mm). — 5,298 mg Subst.: 4,480 mg AgCl. 
C,.H,,N,Cl, = 2 HCl ° H,O (672) 
Ber. C 57,12 H6,90 N 12,50 Cl 21,10 
Gef. ,, 57,31 ,, 7,28 ,, 1259 ,, 20,92. 


In Pyridin zeigt das Diaminhydrochlorid das gleiche Spektrum wie 
Mesoporphyrinester. In Eisessig erhilt man folgendes saures Porphyrin. 
spektrum: 


I. 600,4—592,6; II. 577,5—570,5; III. 561,6—546,4; End-Abs, 


596,5 574 554 
(schwach) 











etwa 428. 
Reihenfolge der Intensititen: III, I, Il. 


1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl-6,7-di(athyl-a-diacetylamin)-por. 
phin. 0,4 g Diaminhydrochlorid werden mit 80 cem Essigsiureanhydrid 
und etwas festem Natriumacetat unter RiickfluB 2 Stunden gekocht. Dann 
wird im Vakuum zur Trockene abgedampft. Nach dem Umkrystallisieren 
aus Chloroform—Methylalkohol zeigen sich unter dem Mikroskop zweierlei 
Krystalle, Platten und prismatische Nadeln. Erst nach 6fterem Umkrystalli- 
sieren aus reinem Pyridin und Pyridin—Methylalkohol scheiden sich nur 
mehr einheitliche 6seitige Platten ab vom Schmelzp. 276°, die nach der 
Analyse die Tetraacetylverbindung darstellen. Wahrscheinlich liegt in den 
Nadeln die Diacetylverbindung vor, die in der Mutterlauge zuriickbleibt 
und nicht isoliert wird. 

Zur Analyse wurde zuniichst zweimal mit reinem Pyridin extrahiert, 
dann noch einige Male aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert und bei 
80° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd, Paraffin und Atzkali bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. 

5,180 mg Subst.: 13,480 mg CO,, 3,255 mg H,O. — 3,539 mg Subst.: 
0,412 ecm N, (21°, 711 mm). 

C,H,,N,O, (676) Ber. © 70,96 H 7,15 N 12,43 
Gef. ,, 70,97 ,, 7,03 ,, 12,65. 
Spektroskopisch besteht Identitéit mit Mesoporphyrinester. 


1,3,5,8-Tetramethyl-2, 4-diathyl-6,7-di(athyl-w-diacetylamin)-por- 
phin-kupfersalz. 0,2 ¢ Tetraacetylverbindung werden in heiSem Eisessig 
gelést und eine heiBe Lésung von Kupferacetat in Eisessig hinzufiltriert. 
Man kocht bis zum Umschlag des Spektrums. Beim Erkalten krystallisiert 
das Kupfersalz aus. Aus Chloroform—Eisessig scheidet es sich in groben, 
diinnen Platten vom Schmelzp. 260° ab. 

Zur Analyse wurde mehrmals aus Chloroform-Eisessig umkrystallisiert 
und im Vakuum bei 70° iiber Phosphorpentoxyd, Paraffin und Atzkali bis 
zur Konstanz getrocknet. 


4,742 mg Subst.: 11,330 mg CO,, 2,560 mg H,O, 0,525 mg CuO. — 
3,655 mg Subst.: 0,392 ecm N, (21°, 711 mm). 
C,,H,,.N,0,Cu (737,98) Ber. C 65,04 H 6,28 N 11,39 Cu 8,61 
Gef. ,, 65,16 ,, 6,04 ,, 11,65 ,, 8,84. 
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Spektrum in Pyridin: 
I. 574,5—556,6; II. 538,0—521,0; End-Abs. 226,5. 








565,5 529,5 

Reihenfolge der Intensititen: I, II. 

1,3,5,8-Tetramethyl-2, 4-diathyl-6,7-di@athyl-«-dimethyl-dimethy]l- 
schwefelsaures-Amin)-porphin. 2 g Diaminhydrochlorid werden am Riick- 
fubkithler mit 200 ccm 5°/,igem methylalkoholischem Kali 2 Stunden ge- 
kocht. Die Lésung gieBt man in Wasser, wobei das freie Diamin ausflockt. 
Es wird abfiltriert, mit heiBem Wasser gewaschen und noch feucht weiter- 
verarbeitet. 1g freies Diamin wird in einer Stépselflasche mit 10 cem Di- 
methylsulfat und 100 cem 10°/,iger Natronlauge auf der Schiittelmaschine 
so lange geschiittelt, bis das Dimethylsulfat vollstiindig zerstért ist. Das 
Porphyrin wird abgesaugt, griindlich mit heiBem Wasser gewaschen, im 
Vakuum samt Filter auf einem miBig warmen Wasserbad vollkommen ge- 
trocknet und hierauf aus der Hiilse mit Methylalkohol extrahiert. Es krystalli- 
siert in regelmaiBig 6seitigen Platten, die nicht unter 300° schmelzen. 

Zur Analyse wurde 3mal aus Methylalkohol umkrystallisiert und bei 
50° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd, Paraffin und Atzkali bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. 


4,001 mg Subst.: 8,595 mg CO,, 2,650 mg H,O. — 3,382 mg Subst.: 
0,309 cem N, (21°, 722 mm). — 4,622 mg Subst.: 2,545 mg BaSQ,. 
C,,HyyN_8,0s (817) Ber. C 58,78 H7,40 N 10,29 S 7,85 

Gef. ,, 5859 ,, 7,41 4, 10,08 ,, 7,56. 

Spektroskopisch besteht Identitit mit Mesoporphyrinester. 

1,3,5,8-Tetramethyl -2,4-diathyl-6,7-divinyl-porphin (Isoproto- 
atioporphyrin). 2g des methylierten Diamins werden unter Riickflu8 
mit 200 cem 10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 3 Stunden gekocht. 
Zuerst tritt Lésung und dann Krystallisation des Divinylporphyrins ein. 
Dieses wird abfiltriert, gut mit Wasser gewaschen und aus Chloroform- 
Methylalkohol umkrystallisiert. Die schrig abgeschnittenen Prismen schmelzen 
nicht unter 300°. 

Zur Analyse wurde 6mal mit Chloroform aus der Hise extrahiert, 
mit Methylalkohol gefillt und bei 80° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd, 
Paraffin und Atzkali bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


4,500 mg Subst.: 13,355 mg CO,; 2,810 mg H,O. — 2,968 mg Subst.: 
0,315 cem N,(22°, 725 mm). 
C,.H,,N, (474,3) Ber. C 80,96 H7,22 N 11,81 
Gef. ,, 80,94 ,, 6,99  ,, 11,72. 
Spektroskopisch ist es vollkommen mit Protoporphyrin identisch. 
1,3,5,8 - Tetramethy] -2,4-diathyl-6,7-divinyl-porphin-kupfersalz. 
Isoprotoatioporphyrin-kupfersalz.) 100mg Isoprotoiitioporphyrin werden in 
Chloroform gelést und eine Lésung von Kupferacetat in Eisessig hei8 zu- 
gegeben. Beim Erkalten krystallisiert das Kupferkomplexsalz in prisma- 
tischen Stibchen, die nicht unter 300° schmelzen. 
Zur Analyse wurde 3mal mit Chloroform aus der Hiilse extrahiert, 
mit heiBem Methylalkohol gefallt und im Vakuum bei 50° iiber Phosphor- 
pentoxyd, Paraffin und Atzkali bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXLI. 15 











916 Hans Fischer, Erich Haarer und Friedrich Stadler, 


4,398 mg Subst.: 11,505 mg CO,, 2,292 mg H,O, 0,658 CuO0. — 
3,966 mg Subst.: 0,372 cem N, (21°, 722 mm). 
C,,H,,N,Cu (535,85) Ber. C 71,66 H 6,02 N 10,46 Cu 11,86 
Gef. ,, 71,35 , 5,83  ,, 10,35 y 11,95, 
Spektrum in Pyridin: 


I. 585—566; II. 549,4—528: End-Abs. 440. 
—a ee Mmm en em 
575,5 538,7 


Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


1,3,5,8-Tetramethyl -2,4-diathy]l - 6,7 - divinyl - porphin - eisensa]z 
(Isoprotoatioporphyrin-eisensalz). 100 mg Divinylporphyrin werden 
unter Zusatz von einigen Tropfen konzentrierter Salzsiiure in Chloroform 
gelést und eine heiBe Lésung von Ferroacetat in Eisessig hinzufiltriert. Das 
Chloroform wird weggedampft und mit Wasser das Komplexsalz ausgefiillt. 

Zur Analyse wurde 2mal aus Chloroform—Methylalkohol unter Hinzu- 
fiigen von einem Tropfen konzentrierter Salzsiiure umkrystallisiert. Die 
kleinen rautenférmigen Plittchen schmelzen nicht unter 300°. (Im Hoch- 
vakuum iiber Phosphorpentoxyd, Atzkali bei 50° getrocknet). 


4,480 mg Subst.: 11,058 mg CO,; 2,235 mg H,O; 0,640 mg Fe,Q,. 
C,.H,,N,FeCl (564) Ber. C 68,14 H 5,72 Fe 9,91 
Gef. ,, 67,32 ,, 5,58  , 9,99. 
Spektrum in Chloroform: 
I. 660,4—6385; II. 561,4—535,2; III. 521—501,4 (verwaschen); End-Abs. 446. 


647,7 548,3 511,2 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, I, III. 
Himochromogenspektrum (nach Zusatz von 2 Tropfen Hydrazinhydrat): 








I. 570—544; II. 535,2—508,4; End-Abs. 448. 
——S “ 
557 521,8 


Reihenfolge der Intensititen: I, IT. 


Atiochlorin aus Isoprotoatioporphyrin-eisensalz. Nach der Vor. 
schrift von H. Fischer und H. Helberger®) wird Isoprotoitiohiimin mit 
Amylalkohol und Natrium im Wasserstoffstrom behandelt, wobei sich Chlorin 
bildet. Es wird nach Vorsechrift aufgearbeitet, schlieBlich in Ather ge- 
trieben, mit 5°/,iger Salzsiure Atioporphyrin, dann mit 12°/,iger das Chlorin 
herausfraktioniert und isoliert. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 658,4—629,5; ‘II. 619,6—612,5; “TIT. 600,8 ... 594—585; 








644 616 589,5 
IV. 558... 544,4 (max.) ... 56,2; V. 524—518; 
521 


VI. 505—477,6; VII. (466): VIII. (452); End-Abs. 432. 


491,38 
Reihenfolge der Intensititen: I, VI, V, I, III, IV, (VII u. VIII sehr 
schwach). 


* Liebigs Ann. 471, 285 (1929). 
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Anlagerung von Diazoessigester an Isoprotoatioporphyrin. 
900 mg Isoprotodtioporphyrin werden mit 20 g Diazoessigester am Riick- 
— 12 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und dann in 
etwa 2 Liter Ather filtriert, um etwa ungelistes Ausgangsmaterial zuriick- 
zuhalten. Mit 15°/,iger Salzaiiure wird das Porphyrin vollstindig ausgezogen 
und in frischen Ather getrieben. Eine genaue Durchfraktionierung zeigt 


s spektroskopisch einheitliches Produkt in allen Ausziigen. Das Anlagerungs- 


produkt wird hierauf wieder mit 15 °/,iger Sieheteve ausgezogen und in 
gleicher Weise noch 2mal zwischen Ather und Salzsiure hin- und her- 
vetrieben, um den unverbrauchten Diazoessigester im Ather zuriickzuhalten. 
Nach dem Verestern mit Diazomethan und Eindampfen der itherischen 
Lisung bleibt das Anlagerungsprodukt als harzige Masse zuriick. Aus 
Aceton 1aBt es sich krystallisiert erhalten. 

Zur Analyse wurde einige Male mit Aceton aus der Hiilse extrahiert, 
mit Pyridin versetzt, das Aceton weggedampft und mit Methylalkohol ge- 
fillt, Es krystallisiert in unregelméBigen, leicht zerbrechlichen Platten vom 
Sechmelzp. 265°. Getrocknet wurde iiber Phosphorpentoxyd, Paraffin und 
Atzkali bei 70° im Vakuum. 

4,000 mg Subst.: 10,793 mg CO,, 2,400 mg H,O. — 1,781 mg Subst.: 
0,157 com Ng (23°, 699 mm). — 3,695 mg Subst.: 2,640 mg AgJ. 

(,H,N,O, (618) Ber. C 73,74 H 6,84 N 9,06 2 OCH, 10,03 
Gef. ,, 73,61 ,, 6,71 ,, 9,85 » 9,44, 

Spektrum in Pyridin: 

I. 628,4—622,4; ‘II. (600,4—596,3); —sIII. 583,4... . 572,7—568,1; 











625,4 598,3 570,4 
IV. 541,8—528; V. 513,4—490; End-Abs. 434,5. 
584,9 501,7 


Reihenfolge der Intensititen: V, IV, I, LI, (ID. 


Reduktion von Isoprotoadtioporphyrin zu Atioporphyrin III. 
(1,3,5, 8-Tetramethyl-2,4, 6,7-tetraathyl-porphin.) 20mg Divinylporphyrin 
werden in Kisessig gelést und 11/, Minuten auf dem kochenden Wasserbad 
mit 3cem einer mit Phosphoniumjodid entfirbten Jodwasserstoffsiure—Kis- 
essig-Lisung erhitzt. Man gieBt in Eiswasser, treibt in Ather und dampft 
ein. Das erhaltene Produkt schmilzt nicht unter 300° und zeigt das Spek- 
tram der Atioporphyrine. 


Anlagerung von Bromwasserstoff an Isoprotoatioporphyrin. [Durch 
Hydrolyse zu 1,3,5,8-Tetramethy]-2, 4-didthyl-6, 7-di(«-oxyithyl)-porphin (Iso- 
himatodtioporphyrin) und mit Methylalkohol zu seinem Methylither (Iso- 
dimethylhimatoiitioporphyrin).] 

100 mg Divinylporphyrin werden mit Bromwasserstoff—Eisessig in einer 
Stépselflasche bis zur volistindigen Lésung geschiittelt und 24 Stunden bei 
gewohnlicher Temperatur stehen gelassen. Der Bromwasserstoff—Eisessig 
wird bei 40° im Vakuum abgedampft, und ein Teil des Anlagerungsproduktes 
mit Natronlauge zum Alkohol hydrolysiert und in Ather getrieben. Krystalli- 
sation konnte nicht erreicht werden. Spektroskopisch besteht Identitit mit 
Him atoporphyrin. Beim Stehenlassen in konzentrierter Schwefelsiure wird 

asser abgespalten, was an dem Auftreten des Divinylporphyrinspektrums 
zu erkennen ist. 


15* 
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Den anderen Teil des Bromwasserstoffanlagerungsproduktes erwiirmt 
man nach der Vorschrift von H. Fischer und R. Miller’) in 20 cem ab. 
solutem Methylalkohol 10 Minuten lang auf dem Wasserbad auf 50°. Darauf 
wird die tiefrote Fliissigkeit mit einer Auflésung von lg Atzkali in 8 cem 
Methylalkohol versetzt, noch etwas erwirmt, in Ather gegossen und Me thy]- 
alkohol, Atzkali und Kaliumbromid herausgewaschen. Zuerst wird aus 
Pyridin-Methylalkohol, dann aus reinem Aceton umkrystallisiert, wobei sich 
derbe, zu Biischeln vereinigte Prismen abscheiden. Beim Erhitzen auf etwa 
180° tritt Zersetzung ein. Das Spektrum, das zuerst mit dem des Himato. 
porphyrins identisch ist, zeigt jetzt groBe Ahnlichkeit mit dem Spektrum 
des Isoprotoitioporphyrins. Bei 180° wird also wahrscheinlich Methylalkoho! 
unter Zuriickbildung der Vinylgruppen abgespalten. Nach der Zersetzung 
schmilzt der K6rper wie auch das Isoprotoitioporphyrin nicht unter 300° 
Das Porphyrin konnte bis jetzt nicht halogenfrei erhalten werden und mui 
daher noch eingehender untersucht werden. 

5,155 mg Subst.: 13,025 mg CO,, 3,355 mg H,O. — 2,925 mg Subst. 
0,257 ecm N, (24°, 711 mm). — 3,856 mg Subst.: 3,012 mg AgJ. — 4,808 mg 
Subst.: 0,830 mg AgBr. 

Gef. C 6891 H728 N9,67 OCH, 10,32 Br 7,35 


Monoacetylverbindung dureh Oxoreaktion bei Tetramethyl. 
hamatoporphyrin-eisensalz. [1,3,5,8-Tetramethy]-2, 4-di(a-methoxyiithy)). 
porphin-6, 7-dipropionsiuredimethylester-eisensalz.] 250 mg Kisenkomplexsalz 
werden in 300 ccm ausgefrorenem LEisessig gelést, mit 2—3 cem entfiirbter 
Jodwasserstofisiure versetzt und verschlossen 4 Tage stehengelassen. Nach 
dem ersten Tag wird nochmals 1 ccm Jodwasserstoffsiure hinzugefiigt. Man 
gieBt in 3 Liter Ather, wischt mit Wasser und Thiosulfatlésung und frak- 
tioniert. Mit 3°/,iger und zum Schlu8 noch einige Male mit 5°/,iger Salz- 
siiure wird Ausgangsmaterial oder durch Hydrolyse entstandenes Hiimato- 
porphyrin, dann mit 10°/,iger Salzsiure die Acetylverbindung ausgezogen, 
in Ather getrieben und mit Diazomethan verestert. Aus Aceton krystallisiert 
sie in Stiébchen vom Schmelzp. 240°. 

Zur Analyse wurde aus Aceton umkrystallisiert und im Vakuum bei ‘0’ 
iiber Phosphorpentoxyd, Paraffin und Atzkali bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Nach der Analyse ist eine Methoxyithylgruppe zur Acetylgruppe oxy- 
diert und die andere zur Oxyiithylgruppe verseift. Der etwas zu hohe Kohlen- 
stoffgehalt 14Bt sich vielleicht dadurch erkliren, daB durch den Jodwasserstof 
eine teilweise Reduktion der Oxydthylgruppe zur Athylgruppe eingetreten ist. 


4,209 mg Subst.: 10,747 mg CO,, 2,385 mg H,O. — 2,961 mg Subst. 
0,245 com N, (24°, 711 mm). — 4,329 mg Subst.: 3,271 mg AgJ. 








CygH NO, (624) Ber. C 69,19 H 6,45 N 8,98 2 OCH, 9,94. 
Gef. ,, 69,64 ,, 634 ,, 8,90 9,98 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 643,5—636 ; Il. 592—573,2 ; IIL. 555,5—539,2 ; 
—_—_—_ ee ee ~ _ seeasine? 
639,7 582,6 547,83 
IV. 520,8—501,5 ; End-Abs. etwa 441. 
511,1 


Reihenfolge der Intensitiiten: III, IV, HJ, I. 





0) Diese Z. 142, 155 (1925). 
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| Erwirmen des Porphyrins in Pyridin mit Hydroxylaminchlorhydrat auf dem 


| krystallisiert in diinnen Platten vom Schmelzp. 261°. Die Analyse spricht 


' schon durch den Jodwasserstoff oder erst nachtriglich durch Hydroxylamin). 


O,HyaN;O, (623) Ber. © 69,30 H663 N 11,24 20CH, 9,95 


| in Eisessig gekocht, die Flissigkeit wird gelb und bei lingerem Stehen griin. 


| Vakuum bei 50° iiber Phosphorpentoxyd, Paraffin und Atzkali getrocknet. 


| End-Abs. etwa 504. 


temperatur ist mit dem Thermometer 6fters zu kontrollieren!) gedriickt. Das 
auskrystallisierte Porphyrinkalisalz wird abfiltriert und 83—4 mal mit Methyl- 


 form-Methylalkohol, spiiter aus Pyridin—Methylalkohol krystallisiert. 
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Oxim der Monoacetylverbindung. Es wird erhalten durch 1 stiindiges 
siedenden Wasserbad. 

Zur Analyse wurde aus Aceton—Methylalkohol umkrystallisiert und im 
Vakuum bei 70° tiber Phosphorpentoxyd und Atzkali getrocknet. Das Oxim 


fiir die Reduktion der einen Oxyithylgruppe zur Athylgruppe (entweder 


4,327 mg Subst.: 11,035 mg CO,, 2,655 mg H,O. — 3,151 mg Subst.: 
0,314 eem Ny, (19°, 721 mm). 3,450 mg Subst.: 2,510 mg AgJ. 

















Gef. ,, 69,55 ,, 6,87  ,, 11,05 , wee 
Spektrum des Oxims in Pyridin-Ather: 
I. 630,5—623,0 ; (II. 599,1—597,5) ; III. 585... 571,8—568,4 ; 
626,8 598,3 570,1 
IV. 541,4—526,7 ; vs 511,4—484,4 ; End-Abs. etwa 432. 
534 497,9 


Reihenfolge der Intensitiiten: V, IV, III, I, (ID. 
Mesoverdinester aus Mesorhodin. Mesorhodinester wird 5 Minuten 


Es wird in Ather gegossen, der Eisessig herausgewaschen und der Ather 
nach dem Nachverestern mit Diazomethan eingedampft. Aus Pyridin- 
Methylalkohol werden abgeschriigte Prismen vom Schmelzp. 252° erhalten. 

Zur Analyse wurde aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert und im 


4,140 mg Subst.: 0,008 mg Asche, 11,275 mg CO,, 2,455 mg H,O. — 
3,399 mg Subst.: 0,304 cem N, (21°, 722 mm). — 4,355 mg Subst.: 1,737 mg AgJ. 


C,;Hy,N,O3 (562) Ber. C 74,69 H 6,81 N 9,96 OCH, 5,52 
Gef. ,, 74,42  ,, 6,65 »» 9,86 » 5,26. 


Im sichtbaren Teil des Spektrums zeigen sich keine Absorptionslinien. 


Darstellung von Pyrroporphyrinmethylester. 250 ¢ Phiophorbid 
oder Phiiophytin werden im Silbereinsatz mit 2 Liter 30°/,iger methy]l- 
alkoholischer Kalilauge 6 Stunden im Rollautoklaven bei 180° (die Innen- 


alkohol gedeckt. (Mutterlauge aufheben, da unter Umstinden noch Porphyrin- 
kalisalz auskrystallisiert. — Das trockene Kalisalz wird in einer Porzellan- 
schale mit 300 g Dimethylsulfat (vorsichtig Abzug) — verriihrt und 2 Stunden 
stehen gelassen. Dann wird das iiberschiissige Dimethylsulfat bei Eiskiihlung 
mit Ammoniak vollstindig zerstért. Die Lésung soll nachher alkalisch 
reagieren. Der Niederschlag wird abfiltriert und mehrmals mit heibem 
Wasser gut ausgewaschen, dann wird er getrocknet und zuerst aus Chloro- 


Ausbeute etwa 50 g. 
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Auftreten von Uro- bzw. Koproporphyrin I 
bei akuter Porphyrie. 
Von 


Hans Fischer und Herbert Libowitzky. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mai 1936.) 


Bei der chronischen Porphyrie wurde bis jetzt ausschlieBlich 
Uroporphyrin I und Koproporphyrin I gefunden, im Gegensatz 
zur akuten Porphyrie, bei der in den bis jetzt untersuchten Fiillen 
durchwegs Koproporphyrin III und in neuerer Zeit von J. Walden- 
strém auch Uroporphyrin III aufgefunden worden sind. Die 
Feststellung des jeweils vorliegenden Porphyrins besitzt ein grobes 
Interesse, weil man die GesetzmiBigkeiten der Bildung der Por. 
phyrine aus dem Entstehen der Isomeren vielleicht erkennen 
kann. Nachdem bei der akuten Porphyrie durchwegs Kopropor- 
phyrin LI beobachtet wird, kann man zu der Anschauung kommen, 
daB bei dieser Erkrankung das Koproporphyrin II] erzeugt wird 
durch Ameisensiureanlagerung an normales Protoporphyrin, und 
Uroporphyrin sodann durch weitere Carboxylierung. 

Wir haben vor einiger Zeit von Herrn Kollegen Hinsberg- 
Berlin den Harn einer akuten Porphyrie (Patientin Th.) er- 
halten. Auf Grund der Krankengeschichte, die uns freundlicher- 
weise zur Verfiigung gestellt wurde, war die Ursache der Er- 
krankung MiBbrauch von Schlafmitteln. Die Porphyrinausscheidung 
dauerte nur wenige Tage. Zur Verfiigung standen 4,8 Liter eines 
schwarz-rot gefarbten Harns, aus dem nach den bisher iiblichen 
Methoden kein Porphyrin gewonnen werden konnte. Es wurde 
deshalb der gesamte Harn chromatographiert}). Das Aluminiun- 
oxyd wurde mit 10°/,iger Essigsiiure gewaschen zwecks Entfer- 
nung der roten Begleitfarbstoffe. Das Porphyrin blieb vollstindig 
adsorbiert und wurde mit 5°/,igem Ammoniak gelést. Mit Essig- 
siiure wurde angesiuert und mit Ather extrahiert. Nunmelir 
konnte wenig Koproporphyrin beobachtet werden neben einer 


1) Jan Waldenstrém, Dtsch. Arch. f. klin. Med. 178, 38 (1989); 
derselbe, Diese Z. 283, 7 (1935); 239, III (1936). 
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Spur Komplexsalz (I: 566,5—558; II: 533—523 mp. End-Abs. 
ab 430). Die Trennung von Koproporphyrin konnte durch Salz- 
siurefraktionierung leicht durchgefiihrt werden. Zur Krystalli- 
sation war zu wenig Material da. 

Uroporphyrin flockte auch nach einwéchentlichem Stehen 
nicht aus. Essigester-lésliches Porphyrin war nicht vorhanden. 
Ks muBte deshalb nochmals adsorbiert und wie oben weiter- 
verarbeitet werden. Nur wurde die ammoniakalische Lésung 
dann im Vakuum zur Trockene eingedampft, die Veresterung und 
Krystallisation in iiblicher Weise durchgefiihrt. Die Ausbeute 
betrug 5,5 mg, der Schmelzp. 279—280° nach Sintern ab 255°. 
Mischschmelzpunkt mit Uroester Petry lag bei 284—287°, ergab 
also keine Depression. Optische Aktivitét (5,5 mg in 10 ccm 
Chloroform) war nicht feststellbar. 

Nach diesen Befunden handelt es sich sicher um Uropor- 
phyrin I, wenn auch nicht in véllig reinem Zustande. Zur 
Sicherheit wurde deshalb durch 3 stiindiges Erhitzen in 1°/,iger 
Salzsiure im Bombenrohr bei 180° verseift und decarboxyliert. 
0,8 mg Koproporphyrinester wurden nach erneuter Veresterung 
in feinen, verfilzten Nidelchen erhalten. Auch hier war der 
Schmelzpunkt nicht scharf, Sintern ab 225°, Schmelzpunkt bei 
238—240°, Hiernach kann es sich nur um Koproporphyrin I- 
ester der Hauptmenge nach handeln. Geringe Mengen von Kopro- 
porphyrin IIT kénnen natiirlich beigemengt sein. 

Man hat also den Eindruck, daB auch bei Vergiftung der 
Qrganismus die Synthese der Porphyrine vom [-T'ypus begiinstigt; 
denn normalerweise wird ja — wie wir aus den Untersuchungen 
von Fink?) wissen — Koproporphyrin I ausgeschieden. 

Wir beniitzen die Gelegenheit zu einer Bemerkung iiber den 
Nachweis des Urobilins bzw. Stercobilins. Stercobilin und Uro- 
bilin unterscheiden sich durch die von H. Fischer gefundene 
Kupferreaktion?) insofern, als Stercobilin diese Reaktion nur nach 
lingerem Stehen und andeutungsweise gibt. Da zahlreiche Uro- 
bilinharne, vielleicht alle, diese Reaktion positiv geben, folgt 
daraus, daB diese auch Urobilin enthalten. Auch im Kot tritt 
nach unseren Untersuchungen hiufig diese Reaktion positiv auf. 
Ks muB also auch im Kot neben Stercobilin Urobilin enthalten sein 
bzw. Oxydationsprodukte des Mesobilirubinogens; denn es scheint 


') Naturw. 17/18, 292 (1934); Diese Z. 232, 29 (1935). 
*) Miinch. med. Wschr. Nr. 47, 1912. 
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bei der Kupferreaktion noch eine Oxydation tiber die Urobilin- 
stufe hinaus einzutreten. Nihere Mitteilung iiber diese Unter- 
suchungen erfolgt bald. 


Nachschrift bei der Korrektur. 


Die im ersten Satz aufgestellte Behauptung ist nicht mehr 
aufrecht zu erhalten. Durch Adsorptionsanalyse hat Herr Hof. 
mann aus Uroporphyrinester des Fall Petry vom Schmelzp. 286" 
Uroporphyrin [1]-ester vom Schmelzp. 261° erhalten kénnen, der 
mit Uroporphyrin II-ester (Schmelzp. 257°) von Herrn Walden- 
strém beim Mischschmelzpunkt keine Depression ergab. Uro- 
porphyrinester selbst konnte dann in reinstem Zustand isoliert 
werden und besitzt dann nicht den Schmelzpunkt von 293° wie 
friiher angegeben, sondern 302° (unkorr.), 311° (korr.). 

Der Dualismus der Porphyrine besteht also unter normalen 
wie pathologischen Verhiltnissen, wahrscheinlich stets, nur mit 
dem Unterschied, daB bei der chronischen Porphyrie die Er- 
zeugung von Uroporphyrin I das Hauptprodukt ist. Ob auch im 
Kot neben Koproporphyrin I Koproporphyrin III bei der chro- 
nischen Porphyrie vorhanden ist, wird zur Zeit bei uns einer 
eingehenden Untersuchung unterzogen. H. Fischer. 
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Zur Kenntnis der Co-Zymase. XI. 
mehr & Uber die Natur der reduzierenden Gruppe der Co-Zymase. 
Hof. Von 
» 286" & K. Myrbiick, 
1, der 
lden- 
r (Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
Uro- (Der Schriftleitung zugegangen am 26. Mai 1936.) 
soliert 
39 wie 
Vor einiger Zeit konnte ich zeigen, daB die aktive Co-Zymase 
malen ee Gruppe enthialt, die in alkalischer Lésung stark reduzierend 
ir mit —— wirkt). Schon friiher hatte ich gezeigt, daB die Co-Zymase, die 
e Er- &— nach Euler und Myrbick eine nucleotidartige Struktur besitzt, 
ch in §& nur eine gegen Phenolphthalein titrierbare saure Gruppe pro 
chro- §§ Atom P hat, waihrend ein Mononucleotid zwei hat. Bez. der re- 
einer duzierenden bzw. der bei der Alkaliinaktivierung entstehenden 
ler. ' sauren Gruppe konnte weiter folgendes gezeigt werden: 


1. Co-Zymasepriiparate von hohem Reinheitsgrad reduzieren Hypojodit, 
wie wenn sie 80—100°/, Glucose enthielten. 

2. Sie reduzieren das Reagens von Hagedorn-Jensen, wie wenn 
sie 15—20°/, Glucose enthielten. 

3. Die reduzierende Gruppe wird beim Kochen zerstért, und zwar lang- 
sam in saurer Lésung, sehr schnell in neutral-alkalischer’). 

4, Beim Kochen in neutral-alkalischer Lésung sinkt der Reduktionswert 
schnell auf etwa 7/, des urspriinglichen Wertes, bleibt aber dann konstant. 

5. Die Inaktivierung der Co-Zymase bei erhéhter Temperatur geht mit 
der Veriinderung der reduzierenden Gruppe vollkommen parallel. Es wird 
geschlossen, daB die reduzierende Gruppe fiir die Wirkung wesentlich ist’). 

6. Die reduzierende Gruppe ist jedenfalls keine gewohnliche Aldehyd- 
baw. Ketogruppe. 

7. Durch Na-amalgam und Wasser bzw. Mg + Siiure kann die Co- 
Zymase unter Inaktivierung reduziert werden. Die so erhaltene Substanz 
verbraucht Hypojodit ungefihr wie die aktive. Die hypojoditverbrauchende 
Gruppe ist aber in Alkali véllig stabil‘). 

8. Durch Versuche in sehr schwachem Alkali bei 50° konnte gezeigt 
werden, daB die reduzierende Gruppe mit genau derselben Geschwindigkeit 
zerstért wird wie die oben erwihnte saure Gruppe entsteht. Geschlossen 
wird, daB beides AuBerungen derselben Veriinderung im Co-Zymasemolekiil 
sind *), 

9. Die bei der Inaktivierung entstehende saure Gruppe ist wahrschein- 
lich eine Carboxylgruppe. 
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10. Dies und der Umstand, da8 die Inaktivierung schon in neutraler 
und besonders in sehr schwach alkalischer Lésung mit sehr groBer Ge. 
schwindigkeit verliuft, legt die Annahme nahe, daB die saure Gruppe durch 
Sprengung eines Lactonringes entsteht°). 


Schon friiher habe ich nach bekannten Stoffen mit diesen 
HKigenschaften gesucht, jedoch ohne Erfolg. Die reduzierende 
Gruppe der Co-Zymase besitzt aber nach dem Obigen so charakte. 
ristische Eigenschaften, dab, wenn man einen bekannten Stoff 
mit allen den aufgezihlten EKigenschaften finden kénnte, so diirfte 
angenommen werden kénnen, da die Ubereinstimmung mehr als 
eine zufallige ist. Kann so ein Stoff gefunden werden, der aufer- 
dem physiologisch aktiv ist, so ist die Sache um so interessanter, 
Mehr als eine qualitative Ubereinstimmung kann selbstverstiind. 
lich nicht erwartet werden, da erstens das Molekulargewicht der 
Co-Zymase noch nicht feststeht, zweitens auch die anderen 'Teile 
der Molekiile die Eigenschaften der reduzierenden Gruppe modi- 
fizieren kénnen. 


Nun gibt es wenigstens eine hochinteressante Gruppe von 
physiologisch aktiven Naturstoffen, die Lactone von einem beson- 
deren Typus sind, nimlich die Herzgifte und verwandte Stoffe. 
Sie enthalten bekanntlich, wie wir besonders aus den Unter- 
suchungen von Windaus und von Jacobs und ihren Mitarbeitern 
wissen, eine Enol-Lactongruppe, mit der ibre physiologische Wiu- 
kung eng zusammenhiingt. Sowohl Hydrierung der Doppelbindung 
des Lactonringes wie Aufspaltung des Ringes (bzw. I[somerisierung 
durch Alkali fiihrt zu inaktiven oder jedenfalls schwacher aktiven 
Verbindungen. Da die Herzgifte reduzierend wirken, z. B. die 
Tollenssche Ag-Lésung reduzieren, ist bekannt. (DaB die Uo- 
Zymase eine Struktur besitzt, aus der unter Umstinden eine 
Aldehydgruppe hervorgehen kann, wird durch Versuche gestiitzt, 
wo spontan inaktivierte, mit Mg reduzierte oder hitzeinaktivierte 
Co-Zymaselésungen, jedoch nicht regelmiBig, die Schiffsche 
Aldehydreaktion gegeben haben.) In dieser Arbeit wird nun unter- 
sucht, wie sich Stoffe, die die Lactongruppe der Herzgifte ent- 
halten, in den oben besprochenen Hinsichten verhalten. Unter- 
sucht wurde bis jetzt das Ouabain, wovon Priparate von grober 
Reinheit und Kinheitlichkeit erhiltlich sind, die auBerdem die 
hier notwendige, in der Gruppe der Herzgifte seltene, geniigende 
Wasserléslichkeit besitzen. Weiter wurde nach dem Vorgange 
von Jacobs das d-f-y-Angelicalacton zum Vergleich heran- 


gezogen. 
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Methodik. 


Bei den Hypojoditversuchen wird eine Substanzmenge von der GréBen- 
ordnung 0,001 MAgqu. mit etwa 0,013 MAqu. Jod und mit Natronlauge im 
UberschuB versetzt. Volumen 6 ccm. Nach 20 Minuten bei Zimmertemperatur 
wird mit H,SO, angesiuert und mit 0,003 n-Thiosulfat zuriicktitriert. Da 
bei dieser Hypojoditbehandlung nicht nur normale Oxydation wie bei der 
Willstitter-Schudelbestimmung stattfindet, sondern auch Jodoform- 
bildung, ist der Jodverbrauch stark von der Alkalimenge abhingig. Um kon- 
stante Werte zu erhalten, muB8 der AlkaliiiberschuB gro8 sein (GréBenordnung 
i MAqu.). Im folgenden sind immer Versuche mit verschiedenen Alkali- 
mengen ausgefiihrt. 

Die Hagedorn-Jensenbestimmungen sind, wenn anderes nicht 


| yvermerkt wird, mit 2 ccm Ferricyankalium-Sodareagens im Gesamtvolumen 


von 10cem und 15 Minuten Erhitzung im Wasserbade ausgefiibrt. 


Versuche mit Co-Zymase. 


Zu diesen Versuchen ein Priparat von ACo = 300000 bis 
400000, dargestellt wie gewéhnlich und schlieBlich als Cupro- 
Salz nach Euler, Albers und Schlenk gefiallt*). [Uber den 
ACo-Wert vgl. %).] Zu jedem Hypojoditversuch 0,50 mg Substanz. 
Rechnen wir mit dem hypothetischen Molekulargewicht 785, so 
entspricht die Co-Zymasemenge 0,000637 MAqu. In folgenden 
Versuchen 0,0135 MAqu. Jod und die in den Tabellen angegebene 
Anzahl MAqu. NaOH. Die verbrauchte Hypojoditmenge wird iiber- 
all als Anzahl MAqu. Jod pro MAqu. Substanz angegeben (Tab. 1). 











Tabelle 1 Tabelle 2 
MAqu. NaOH | MAgu. Jod verbr. MAqu. NaOH | MAqu. Jod verbr. 

0,086 5,15 0,086 2.39 
0,17 5,99 0,2 2,57 
0,26 6,08 0'5 2'87 
1 6,29 1 3.22 
1,5 6,72 

2 6,72 





Derselbe Versuch mit inaktivierter Co-Zymase. Je 0,5 mg Substanz 
wurde 10 Minuten im Wasserbade in 2 cem 0,04 n-NaOH erhitzt, gekihlt 
und neutralisiert. Dann wurde Jod und NaOH wie oben zugesetzt (Tab. 2). 


In diesem Fall wird bei der Erhitzung der Hypojoditverbrauch 
zu etwa 52°/, vermindert. Friiher wurden bei sehr reinen Priapa- 
raten Zahlen bis zu 67°/, gefunden. Unméglich ist ja nicht, daB 
das hier angewandte Priparat, trotz des hohen ACo Werts noch 
inaktivierte Co-Zymase enthilt, andererseits verliiuft aber die Jodo- 
formbildung oft nicht ohne Nebenreaktionen, so daf eine einfache 
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ganze Zahl der verbrauchten Aquivalente Jod pro Mol Substanz 
nicht unbedingt gefunden werden muf. Auch muB zugegeben 
werden, daB das Molgewicht der Co-Zymase noch nicht feststeht, 


7,8 mg des Co-Zymasepriparates wurden in der frither beschriebenen 
Weise mit 0,2 g Mg + H,SO, behandelt. Je 0,000405 MAqu. wurden mit 
0,018 MAqu. Jod, dann mit NaOH bis zum Verschwinden der Jodfarbe und 
dann noch mit der unten angegebenen NaOH-Menge versetzt. Sonst wie 
gewohnlich verfahren (Tab. 3): 


Tabelle 3 





MAqu.NaOHim Uberschub | MAqu. Jod verbr. 





0,1 4,45 





0,4 5,56 
1,6 6,04 
2,6 6,12 


Entsprechende Versuche mit derselben Lésung nach 5 Minuten 
Erhitzung mit 0,1 n-NaOH im Wasserbade gaben einen Jodverbrauch 
von 5,0 MAqu. Das Resultat entspricht den fritheren. Die kleine 
Abnahme des Hypojoditverbrauches durch die Erhitzung in Alkali 
kann méglicherweise damit zusammenhingen, daB die Reduktion 
durch Wasserstoff nicht ganz vollstiindig war. 

Gegen das Hagedorn-Jensen-Reagens verhilt sich das 
Co-Zymasepriparat wie die friiher untersuchten: 


Tabelle 4 














Reagensmischung | »°/9 Glucose“ 
leem Co-Zymase + 7 ccm H,O + 2 ccm Reagens 10,1 
leem Co-Zymase + 2 ccm Reagens 11,5 





Der scheinbare Glucosegehalt ist, wie man selbstverstiindlich 
bei stark alkalilabilen Verbindungen erwarten mu8, von den 
Reaktionsbedingungen (Volumen d. h. Konzentration von Fern- 
cyankalium und Soda) deutlich abhiingig. 

In saurer Lésung verbrauchen die Co-Zymasepriparate kein Jod. 


Versuche mit Ouabain*). 

Die Liésung des Ouabains ist vollkommen neutral. Beim Er- 
hitzen in 0,05 n-NaOH im Wasserbade wird genau 1 Aqu. NaOH 
verbraucht. Die Geschwindigkeit, womit der Lactonring gesprengt 
wird, ist von derselben GréBenordnung wie bei der Co-Zymase. 


*) Fiir die Uberlassung des Ouabains bin ich dem Vorstande des Staatl. 
Pharmac. Institutes, Dr. H. Nilsson zu groBem Dank verpflichtet. 
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A. Verhalten gegen Hypojodit. Je 0,00116 MAqu. Ouabain 
wurden mit 0,013 MAqu. Jod und steigenden Mengen NaOH versetzt. Sonst 
wie oben verfahren (Tab. 5): 











Tabelle 5 Tabelle 6 
MAqu. NaOH MAqu. Jod verbr. MAqu. NaQH MAqu. Jod verbr. 
0,08 3,75 0,09 2,12 
0,17 4,05 0,2 2,20 
0,25 4,07 0,5 2,32 
0,5 4,19 1 2,32 
4,30 
1,5 4,32 
2 4,3 





Zu den Versuchen der Tabelle 6 wurden je 0,00116 MAqu. Ouabain 
mit 0,018 MAqu. NaOH 10 Minuten im Wasserbade erhitzt, gekiihit, neutra- 
jisiert, Jod und Alkali zugesetzt. 

Durch die Erhitzung in schwachem Alkali wird also beim 
Quabain der Hypojoditverbrauch genau so wie bei der Co-Zymase 
stark vermindert. Besondere Versuche zeigten, da8 durch lingere 
Erhitzung keine wettere Abnahme des Hypojoditverbrauches statt- 
findet. In saurer Lésung verbraucht das Ouabain kein Jod. 

B. Reduktion des Ouabains mit Mg+Siure. 20 mg Ouabain 
wurden in gew6hnlicher Weise mit 0,25 g Mg + der nétigen Menge H,SO, 
behandelt. Die Legalreaktion war dann negativ. Zu folgenden Versuchen 


je 0001839 MAqu. + 0,013 MAqu. Jod + Alkali, wie bei der reduzierten Co- 
Zymase beschrieben: (Tab. 7.) 


Tabelle 7. 





MAqu. NaOH | MAqu. Jod verbraucht 





0,1 1,80 
0,3 2,24 
1,3 2,32 
2.3 2,48 


0,00139 MAqu. des reduzierten Ouabains wurde nach genauer 
Neutralisierung mit 1 ccm 0,0865 n-NaOH 5 Minuten im Wasser- 
had erhitzt. Nach Abkihlen und Neutralisieren wurde Jod und 
Alkali wie oben zugesetzt. Verbraucht wurden 2,50 MAqu. Jod. 
Auch in diesem Falle ist also wie bei der Co-Zymase die hypo- 
joditverbrauchende Gruppe der reduzierten Substanz in Alkali 
stabil. Insofern besteht ein quantitativer Unterschied zwischen 
Co-Zymase und Ouabain, als beim letzteren die reduzierte Substanz 
bedeutend weniger Hypojodit verbraucht als die nicht reduzierte, 
wihrend die Abnahme bei der Co-Zymase wesentlich kleiner ist. 
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C. Ouabain und Hagedorn-Jensen. Die Reduktion des Reagenses 
ist nach der gew6hnlichen Tabelle als Glucose berechnet und als ,,Prozent 
Glucose“ (vom wasserfreien Ouabain) ausgedriickt; zu den folgenden Ver. 
suchen 1,775 mg Ouabain in 1 cem. (Tab. 8.) 


Tabelle 8. 
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Wir finden also, daB die Reduktion stark von den Reaktions- j 


bedingungen abhiingt, und da’ bei normaler Ausfiihrung die Re- 
duktion einem scheinbaren Glucosegehalt von 8,2°/, entspricht. 

In einigen Versuchen wurden je 1 ccm Ouabainlésung ‘wit 
1 ccm 0,0132 n-NaOH 5 Minuten im Wasserbade erhitzt, dann 
gekiihlt und wie oben verfahren. Scheinbarer Glucosegehalt 5,12°/, 
Die Ubereinstimmung mit der Co-Zymase ist also auch in dienes 
Beziehung so gro, daB es berechtigt erscheint anzunehmen, dab 
die reduzierenden Gruppen in der Co-Zymase und im Ouabain 
wenigstens in groben Ziigen denselben Bau haben. 


Versuche mit 4-/-7-Angelicalacton. 


Das Lacton wurde aus Acetyllivulinsiiure nach Thiele, Tischbein 
und Lossow’) dargestellt und durch wiederholte Vakuumdestillation rein 
gewonnen. Die Wasserlésung des Lactons war neutral bzw. verbrauchte 
bei der Titrierung gegen Phenolphthalein héchstens eine Spur Lauge. Beim 
Erhitzen in 0,05 n-NaOH im Wasserbade wurde genau 1 Aqu. NaOH ver- 
braucht. Der Lactonring wird sogar etwas leichter gesprengt als bei der 
Co-Zymase, in 0,1 n-Alkali schon bei Zimmertemperatur schnell. 


A. Verhalten gegen Hypojodit. 0,00143 MAqu. Angelicalacton in 
Wasser + 0,018 MAqu. Jod + Alkali in 6 cem wie oben. (Tab. 9.) 








Tabelle 9. Tabelle 10. 
M Agu. NaOH ae verbraucht Mz Aqu.} NaOH mini Jod  verbrauch 

0,09 6,38 0,09. 4, 80 
0,17 7,35 0,2 4 90 
0,26 7,70 0.5 5,20 
0,5 7,84 1 5,49 
1 7,91 

2 7,91 
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Zu den Versuchen der Tab. 10 wurden je 0,00143 MAqu. Lacton mit 
ieem 0,0132 n-NaOH 10 Minuten im Wasserbade erhitzt, dann gekiihlt, 
peutralisiert, Jod und NaOH zugesetzt. 


Diese und ihnliche Versuche zeigten, daB auch hier die 
Sprengung des Lactonringes von einer starken Abnahme des 
Hypojoditverbrauches begleitet ist. Besondere Versuche zeigten, 
daB langere Erhitzung keine weitere Abnahme bedingt. Der 
Totalverbrauch an Hypojodit ist wie zu erwarten (wegen der ver- 
sriBerten Jodoformbildung) wesentlich gréBer beim Angelicalacton 
als beim Ouabain und auch gréBer als bei der Co-Zymase. Die 
prozentische Abnahme wiahrend der Erhitzung ist dagegen etwas 
kleiner, was auch nicht schwer zu verstehen ist. 

B. Behandlung des Angelicalactons mit Mg +Siure. 64mg 
Angelicalacton in Wasser wurden mit 500mg Mg + der nétigen Menge 
H,SO, behandelt und so verdiinnt, daB 1cem der Lisung 0,00131 MAqu. 
Lacton entsprach. Die Legalsche Reaktion war stark abgeschwicht, wenn 


nicht ganz verschwunden. Je 1 cem der Lésung wurde mit 0,013 MAqu. 
Jod + Alkali wie oben behandelt (Tab. 11). 


Tabelle 11. 





MAqu. Alkali | MAqu.Jod verbraucht 





0,3 5,30 
0,6 5,68 
1 5,75 
1,5 5,83 
2 5,82 


Der Hypojoditverbrauch des Lactons ist also durch die Wasser- 
toffbehandlung von etwa 8 auf etwa 6 Aqu. zuriickgegangen. Fiir 
die folgenden Versuche wurde je 1 ccm der reduzierten Lisung 
uach Neutralisation mit einem UberschuB von 0,0865 MAqu. NaOH 
) Minuten im Wasserbade erhitzt, gekiihlt, neutralisiert und mit 
Jod und Alkali versetzt. Keine Verminderung des Hypojodit- 
verbrauches war durch die Erhitzung in Alkali eingetreten. Be- 
sondere Versuche zeigten weiter, daB die mit Mg und Siure 
behandelte Substanz beim Kochen in alkalischer Lisung keine 
saure Gruppe freisetzt. Wir miissen also schlieBen, daB bei der 
Reduktion der Lactonring gesprengt wird. Eine besondere Frage 
ist nun, was bei der Behandlung des Angelicalactons mit Mg und 
‘chwefelsiiure in’ der beschriebenen Weise entsteht. Uber die 
Reaktionsprodukte der katalytischen Hydrierung sind wir durch 
die Arbeiten von Jacobs und anderen sehr gut unterrichtet, 
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dagegen wissen wir wenig iiber die Vorginge in waBriger Lésung, 
Nach Wolff ist das Lacton in saurer Lésung sehr widerstands. 
fihig gegen Reduktion (mit Essigsiure und LEisenpulver). |) 
meinem Fall sind als Produkte denkbar 1. normale Valeriansiiure, 
2. Valerolacton bzw. Oxyvaleriansiure und 3. Liavulinsiure. Die 
Bildung der Liavulinsiure (also ohne Reduktion, nur durch Sprengung 
des Lactonrings) geschieht nimlich so leicht, daB es nicht unmiglich 
ist, daB dies die Hauptreaktion bei der ,,Reduktion“ ist. Wie dem 
auch sei, wir kénnen feststellen, da8 das Verhalten des Angelica. 
lactons gegen Hypojodit dem der Co-Zymase sehr ahnlich ist, 
Die Verainderungen in diesem Verhalten, die bei der Behandlung 
mit Mg + Saure eintreten, sind auch auffallend ahnlich. 


C. Verhalten des Angelicalactons bei der Hagedorn. 
Jensen-Bestimmung. Die Lésungen des Lactons reduzieren, 
wie zu erwarten, das Reagens von Hagedorn-Jensen. Die er. 
haltenen Werte sind stark von den Reaktionsbedingungen abhiingig, 
wie man bei der groBen Alkalilabilitaét des Lactons erwarten muf. 
Folgende Versuche sind mit einer frisch bereiteten Lactonlisung 
ausgefiihrt: (Tab. 12.) 


Tabelle 12. 











Reaktionsmischung wt. 
i1cem Lactonlésung + 7 ccm H,O + 2 ccm Reagens.... . 34,8 
i -~ - 4+ 2 ,, 0,01386 n-NaOH + 5 ccm Wasser 
+ 2 ccm Reagens 27,4 
f «+ i +1 ,  0,0865n-NaOH +6 ,, Wasser 
+2 , Reagens 20,6 


Mit derselben Lactonliésung wurden ihnliche Versuche nach 
Erhitzung in Alkali ausgefiihrt. Nach der Erhitzung mit det 
unten angegebenen Laugenmengen wurde neutralisiert, auf 8 ccm 
verdiinnt und dann mit 2 ccm Reagens erhitzt (Tab. 13). 
Tabelle 13. 
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Die Reduktion von Hagedorn-Jensens Reagens ist also 
stark vermindert worden. Sie ist aber auch nach langem Erhitzen 
mit groBem Alkaliiiberschu8 nicht Null, was recht eigentiimlich 
jst, da bei der Erhitzung Livulinsiure entstehen sollte, welche, 
wie besondere Versuche zeigten, das Hagedorn-Jensen-Reagens 
gar nicht reduziert. Unméglich ist ja nicht, daB bei der Erhitzung 
in Alkali auch Nebenreaktionen eintreten, was jedoch hier weniger 
interessiert. 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB die Uber- 
einstimmung im Verhalten gegen Hypojodit und gegen Hagedorn- 


| Jensens Reagens sowie im Verhalten beim Erhitzen in schwachem 


Alkali und bei der Behandlung mit Mg-Metall und Siure bei der 
(o-Zymase einerseits, und beim Angelicalacton und vor allem 
beim Ouabain als Repriisentant der Herzgifte andererseits so iiber- 
raschend groB ist, daB es berechtigt erscheint, anzunehmen, dab 
die genannten Kigenschaften in saimtlichen Fallen auf das Vor- 
handensein eines ihnlich, wenn auch natiirlicherweise nicht iden- 
tisch gebauten Lactonringes zuriickzufiihren sind. 

Es soll aber nicht verschwiegen werden, da diese Annahme 
im Falle der Co-Zymase auf gewisse Schwierigkeiten st6Bt. Erstens 
gibt die Co-Zymase, soweit man sie in Wasserlésung untersucht, 
keine Legalsche Reaktion, die fiir die Gruppierung (I) in den 


| Herzgiften bzw. (II) im Angelicalacton charakteristisch sein soll. 


0.0, CH—CH, CH—CH 
| | l | —C—CH=CH | | 
CH CO CH,—C CO T | CH,—CH CO 
% a he ae CH—O—CO % a 

I I Ill IV 


Dabei ist aber zu beachten, daB schon die Scilla-glykoside mit 
der Gruppierung (IIT) sowie das «-f-Angelicalacton (IV) die Reaktion 
nicht geben. Weiter ist aber zu beachten, da’, wenn man nach 
Kuler, Albers und Schlenk annimmt, da die Co-Zymase ein 


| Dinucleotid, aus zwei Mol H,PO,, zwei Mol Pentose und je einem 


Mol Adenin und Nicotinsiureamid bestehend, richtig ist, und man 
auberdem das Vorhandensein eines Ringes mit mindestens 4 Kohlen- 
stoflatomen annimmt, so kommt man zu einer Formel mit wenigstens 
25 C-Atomen pro 2 P, was weniger gut mit den letzten Analysen 
von Kuler und Schlenk iibereinstimmt. Immerhin geben auch 
die allerreinsten Praparate denselben Hypojoditverbrauch, was 
schwer zu verstehen ist, wenn die Co-Zymase ein sozusagen nor- 
males Dinucleotid wire. Noch komplizierter wird die Frage, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI 16 
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wenn mein friherer Befund richtig ist, daB bei der Alkaliinakti- 
vierung pro Atom P (und also nicht pro 2 P) eine saure Gruppe 
entsteht. Dann miiBten, wenn die Co-Zymase ein Dinucleotid ist, 
zwei Lactonringe im Molekiil vorkommen, was noch unglaublicher 
erscheint. Andererseits sind ja meine Versuche iiber die saure 
Gruppe nicht mit den ganz reinen Priaparaten ausgefiihrt, auch 
ist zuzugeben, daB die Titrationskurve der inaktivierten Co-Zymase, 
wie schon hervorgehoben, nicht ganz die normale Form hat, was 
vielleicht damit zusammenhingen kénnte, daB pro 2 Atome P 
nicht zwei Carboxylgruppen, sondern etwa eine Carboxylgruppe 


und eine relativ stark saure Hydroxylgruppe entstehen. Bis auf 


weiteres lohnt es sich kaum, in dieser Weise weiter zu spekulieren, 
Die Versuche werden mit ihnlichen Substanzen weitergefiihrt. 
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Uber die Giftigkeit der Flavine. 
Von 


Richard Kuhn und Paul Boulanger. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, 
Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1936.) 


Der einfachste Farbstoff der Iso-alloxazinreihe, das 9-Methy]- 


flavin?), ist, wie J. W.Supniewski und J. Hano’) gefunden 
| haben, giftig: 0,15 g geniigen, um 1 kg weiBe Maus zu toten. 
| Wir haben eine Anzahl von Flavinen, die in anderem Zusammen- 
f hange dargestellt worden sind‘), dazu verwendet, um Beziehungen 


zwischen chemischer Konstitution und Giftigkeit der Flavine zu 


‘suchen. Besonders sollte festgestellt werden, ob in gréBeren 
| Mengen auch das Lactoflavin (Vitamin B,) iihnliche Giftwirkungen 
wie seine Stammsubstanz ausiibt. 


Als Versuchstiere dienten weiBe Miiuse von durchschnittlich 
20—30 g Kérpergewicht. In besonderen Fallen verwendeten wir 


daneben auch B,-frei ernihrte Ratten, wie sie fiir Wachstums- 


versuche mit Flavinen dienen. Die Farbstoffe wurden als Natrium- 


'salze in wiBriger Lésung intraperitoneal gespritzt. Leider ist 


die Léslichkeit durchwegs so gering, da’ wir sehr hiufig in der 
zufiihrbaren Menge empfindlich beschrinkt waren und manche 


Flavine nach diesem Verfahren iiberhaupt nicht priifen konnten. 


Beim 9-Methylflavin (I) stimmen unsere Beobachtungen 
nit denjenigen der polnischen Forscher sehr genau iiberein. Diese 


fanden 150 mg/kg Maus tédlich (+ nach 6 Stunden) und 100 mg 


unwirksam. Bei uns waren 100 mg/kg Maus ebenfalls ohne 
Wirkung, mit 125 mg trat der Tod nach 10—12 Stunden, mit 
150 mg nach 6 Stunden ein. Wurden die weiBen Miause gleich- 


| zeitig belichtet (500 Watt aus etwa 40 cm Entfernung), so ge- 


niigten 60 mg um den Tod nach 5 Stunden herbeizufiihren, wobei 


') R. Kuhn u. F. Weygand, Ber. chem. Ges. 67, 1409 (1934). 

*) Bl. de ’Acad. Polon. 1935, 55, Cracovie. 

*) R. Kuhn u. P. Boulanger, Ber. chem. Ges. 69, im Druck (1936). 
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Warmewirkung nicht ausgeschlossen ist. Fiir die Ratte is 
9-Methylflavin etwa doppelt so giftig wie fir die Maus (60 me 
je Kilogramm nach 1 Stunde+) und ein EinfluB der Belichtung 
nicht mit Sicherheit feststellbar. 

Giftiger als die 9-Methylverbindung sind 9-Phenylflavin 
(II, 17 mg), 9-Benzylflavin (III, 50 mg) und 9-Cyclohexy). 
flavin (IV, 50 mg). Die Wirksamkeit des 9-Phenylflavins lief 


sich durch Belichtung der Ratten nicht steigern; sie ging ver. }! 


loren beim Erwirmen mit verdiinnter Natronlauge (Abspaltung 
von Harnstoff, Bildung der Oxo-Carbonsiure). Die Kinfiihrung 
von Hydroxylgruppen in die 9-staindige Seitenkette setzt die 
Giftigkeit deutlich herab. Vom 9-Oxyithylflavin (VII) be. 
notigt man 280 mg, vom 9-Dioxypropylflavin (VIII) 200 ng 
zur Tétung. Noch gréfer ist der KinfluB von Methylgruppen, 
die in den Benzolkern eingefiihrt werden. Vom 6,9-Dimethy}- 
flavin (V) geniigten selbst 350 mg nicht und das 6,7,9-Tri-& 
methylflavin (Lumiflavin, VI) ist bis zu etwa gleichen Mengen 
(den héchsten, die gepriift werden konnten) wirkungslos. Dabei 
ist die Stellung der Methylgruppen nicht ohne Bedeutung, den 
vom 6,8,9-Trimethylflavin (1X) sind 300 mg tédlich. Die 
6,7-standigen Methylgruppen setzen somit die Toxi- 
zitit unter die Grenze der Nachweisbarkeit herab. 

Die entgiftende Wirkung ist besonders deutlich bei da 
Flavin-9-essigsiiuren, die als Mononatriumsalze mit gelbgriiner 
Fluorescenz leicht wasserléslich sind und in wenigen Minuten 
nach der Einspritzung im ganzen Tierkérper verteilt sind (Augen, 
Ohren, Schwanz und Pfoten intensiv gelb mit leuchtender Fluores-& 
cenz!). Die Flavin-9-essigsiure (XI) ist ebenso giftig wie 
9-Methylflavin, mit 6,7-Dimethylflavin-9-essigsiure (XI 
konnten wir dagegen — auch mit 6 mal gréBeren Mengen — nocl 
kein Tier téten. 

Es ist erstaunlich, wie vielfiltig die beiden Methylgruppe.™ 
die das Vitamin trigt, sich bemerkbar machen: 
1. Ohne sie ist keine Wachstumswirkung vorhanden. 

2. Sie machen das Redoxpotential extrem negativ. 

3. Sie wirken entgiftend. 

Lactoflavin (X) ist bis zur héchsten gepriiften Menge vol 
340 mg/kg Maus villig ungiftig. Rechnet man dieses Ergebnis 
nach dem Kérpergewicht um, so wiirde ein Mensch von 70 kg 
die in 20000 Litern Kuhmilch enthaltene Menge Lactoflavin (20% 
ohne Schaden auf einmal vertragen. 
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Beschreibung der Versuche. 


9-Methylflavin (I). 








9-Methylflavin (I). 


—— 
er . 
Miuse — Wirkung 
17 30 7) 
17 60 g 
20 65 g 
25 SO 4] 
20 125 +10 Std. 
20 150 + 6 Std. 
18 210 + 45 Min. 
18 280 + 45 Min. 








9-Methylflavin (I). 
8 Stunden unter Belichtung. 


17 | 30 Qg 

17 60 + 5 Std. 

17 75 + 2 Std. 
9-Phenylflavin (II). 

24 9 G 

16 17 + 20 Min. 

18 30 + 15 Min. 

24 40 + 15 Min. 

33 60 tT 15 Min. 

18 70 + 10 Min. 

18 140 + 10 Min. 

20 190 + 10 Min. 

16 315 + 10 Min. 








Oxocarbonsiure aus II. 








17 15 9 
20 30 G 
22 210 6G 
31 260 6G 











Gewicht 
der mg : 
ae. Wirkung 
Ratten kg 
& 
85 25 8 
103 35 8 
70 60 + 1 Std 
85 95 7 3 Std. 
95 125 7 3 Std 


9-Methylflavin (I). 
8 Stunden unter Belichtung. 


83 60 krank 

93 90 + 3 Std. 

88 140 +41, Std. 
9-Phenylflavin (II). 

68 13 ) 

68 25 i) 

70 35 g 

83 45 Gj 

80 50 + 1 Std. 

96 65 +10 Min. 








9-Phenylflavin (II). 
8 Stunden unter Belichtung. 








90 13 

93 25 i) 

68 40 g 

78 45 i) 

93 50 + 7 Std. 
100 60 + 10 Min. 








Std. 
Min. 


ing. 


Std. 
Min. 





9-Benzylflavin (IIT). 


Uber die Giftigkeit der Flavine. 
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9-Cyclohexylflavin (IV). 











Gewicht 
Get fens. 8 Wirkung 
Miiuse kg 
g 
21 18 i) 
23 35 g 
31 50 + 40 Min. 
24 65 + 1 Std. 
30 85 + 1 Std. 








6,9-Dimethylflavin (V). 








27 45 g 
25 100 i} 
25 200 i) 
33 225 4) 
23 350 krank 


9-Oxyithylflavin (VII). 








18 70 i) 
18 140 i) 
26 175 g 
18 280 + 10 Min. 
18 415 + 30 Std. 


6,8,9-Trimethylflavin (LX). 








17 7d 6B 
20 125 g 
22 170 G 
25 200 g 
24 310 + 30 Min. 


Flavin-9-essigsiure (XI). 








21 60 g 

15 135 + 15—18 Std. 
26 190 + 15—18 Std. 
23 325 + 15—18 Std. 


lavin-9-essigsiure (XI) 
unter Belichtung. 


35 55D G 
25 100 G 
25 180 + 16—18 Std. 


Gewicht 
Cer —_ Wirkung 

Miuse kg 

— 8 _ — — — 
31 30 7) 
22 45 + 20 Min. 
19 65 + 15 Min. 
23 110 + 15 Min. 








6,7,9-Trimethylflavin (VI. 








22 55 i) 
22 115 a) 
25 200 “ 
35 215 a) 
33 325 Gg 
23 325 g 


9-Dioxypropylflavin (VII). 


22 55 G 

21 60 7) 

22 115 g 

21 120 GB 

25 200 + 10 Std. 
35 215 6G 

22 225 + 24 Std. 
22 340 + 5—6 Std. 








Lactoflavin (X). 


27 45 G 
25 100 4) 
25 200 i) 
33 225 G 
25 340 7) 











988 R. Kuhn und P. Boulanger, Uber die Giftigkeit der Flavine. 


6, 7-Dimethy lflavin-9-essig- 


























Alloxazin. siure (XID). 
Gewicht Gewicht : 
der mg 7 der mg ae 
Miiuse = Wirkung Miiuse "3 Wirkung 
_ zz | g 
18 70 G 23 D5 gs 
19 130 D 23 110 0 
20 190 G 38 150 ) 
23 215 § 34 255 i) 
25 305 + 24 Std. 34 370 G 
6, 7-Dimethylalloxazin. _ r 
31 TT5 § 
16 80 i) 
18 140 i) unter Belichtung. 
24 155 a 24 105 7) 
25 200 9 21 240 g 
28 250 + 94 Std. 








In den nach den gewihlten Verfahren gepriiften Mengen bis m 
200 mg/kg bewirkte 6,7-Dimethylalloxazin (Lumichrom) keine toxischen J 6 
Erscheinungen. Erst 250 mg/kg waren tédlich, was mit der Giftigkeit de | 
Alloxazins, das keine Methylgruppen trigt, nahe tibereinstimmt. 

Das Bild der Flavinvergiftung war in allen Fallen gekenn- 
zeichnet durch zunehmende Verlangsamung der Atmung, starke Cyanose, 
dann Krimpfe und schlieBlich Stillstand der Atmung. 








vine. 


SS1Lr- 


rkung 


. bis zu 
‘oxischen 
rkeit des 


gekenn- 
Cyanose, 





| blicken, 
| betrifft, so ist die Annahme sehr wahrscheinlich, daB gerade an 
diesem Vorgang die Co-Zymase gemeinsam mit der von Euler 


Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XII. 


Mechanismus der Dehydrierung von Alkohol und Triosephosphaten 
und der Oxydoreduktion. 


Von 
H. v. Euler, E. Adler und Harry Hellstrém. 


Mit 12 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1936.) 


Die Wirkung der Co-Zymase als Aktivator der alkoholischen 
Girung ist schon vor lingerer Zeit dahingehend gedeutet worden, 


'daB sie an den oxydoreduktiven Reaktionsphasen Anteil hat. Kine 
'schirfere Formulierung dieser Auffassung hat aber zur Voraus- 
}setzung sowohl eine genaue Kenntnis dieser Reaktionsphasen 
selbst wie die ihrer Knzym—Co-Enzymsysteme. 
‘durch die Arbeiten von Nilsson, Embden und Meyerhof die 
/Kenntnis auch der oxydoreduktiven Phase der 


Neuerdings ist 


alkoholischen 
Girung weiter entwickelt worden, und nach dem gegenwiirtigen 


Stand der Untersuchungen darf man mit einiger Wahrscheinlich- 
keit in der Dismutation 


Triosephosphorsiure + Acetaldehyd = Phosphoglycerinsiure + Athylalkohol 


die oxydoreduktive Hauptreaktion der alkoholischen Girung er- 
Was nun die enzymatische Seite dieses Vorganges 


postulierten ,,Kohlenhydratredoxase“ wirksam ist. Die nihere 


_Analyse des Ineinandergreifens der Enzym- und Co-Enzym- 
Komponenten bei dieser Oxydoreduktion ist das Arbeitsziel, das 


aus unseren friiheren Versuchen iiber die Komponenten der De- 
hydrasesysteme?) hervorgegangen ist. In der Verfolgung dieses 


') Vgl. H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 238, 233 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI. 17 
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a 


Zieles war zuerst die allgemein wichtige Frage nach dem Wir. 
kungsmechanismus der Co-Zymase zu lésen. Wir haben 
iiber das Ergebnis unserer ersten diesbeziiglichen Versuche bereits 
berichtet?); sie zeigten eindeutig, da die Co-Zymase als Wasser. 
stoffiibertriiger fungiert, und ein Teil der vorliegenden Mitteilung 
befaft sich mit dem weiteren Ausbau dieser Versuche. Die 
Kenntnis der wasserstoffiibertragenden Funktion der Co-Zymase 
bei der enzymatischen Dehydrierung des Alkohols brachte uns 
auch wichtige Aufschliisse iiber die Natur der Alkohol. 
dehydrierung selbst; schlieBlich wurde die Dehydrierung 
von Triosephosphorsiure durch Hefeenzym studiert und so 
wurden experimentelle Grundlagen gewonnen, auf denen die Kin- 
ordnung der beiden Dehydrierungssysteme in das Gesamtsystem 
der QOxydoreduktion bei der alkoholischen Girung diskutier: 
werden kann. 


I. Die Funktion der Co-Zymase als Wasserstoffiibertrager, 
speziell bei der reversiblen Dehydrierung von Alkohol. 


Durch die vor kurzem mitgeteilten Versuche’) ist gezeigt 
worden, daB Co-Zymase bei Gegenwart von Alkohol und Alkohol- 
Apodehydrase (aus Hefe) in eine reduzierte Form iibergefiilit 
wird, Die Bildung der redu” erten Co-Zymase war nachgewiesen 
worden an der Fihigkeit, Flavinenzym zu Leukoflavinenzym zu 
reduzieren, ein Vorgang, der nach unseren gegenwiirtigen Kennt- 
nissen der natiirlichen Beziehung zwischen Co-Zymase und Flavin- 
enzym entspricht. Die reduzierte Co-Zymase war zur Reduktiou 
des Flavinenzyms auch imstande, wenn der _ hochmolekulare 
Traiger, die Apodehydrase, durch Hitzezerstérung beseitigt worden 
war. Die reduzierte Co-Zymase mute demnach ein bei dem at- 
gewandten p,, (7,6) relativ hitzestabiler Stoff sein; es wurde 
auBerdem gezeigt, daB sie unter den angewandten Versuchs- 
bedingungen weder durch Luftsauerstofi noch durch Methylenblau 
oder durch Lactoflavin reoxydiert wird, Feststellungen, welche 
mit den Erfahrungen in Einklang stehen, die wir tiber das Z1- 
sammenwirken der Komponenten von Dehydrasesystemen im i- 
aeroben und aeroben Versuch friiher gewonnen hatten. 

Zu der Zeit, als wir den Nachweis erbrachten fiir die 
wasserstoffiibertragende Funktion der Co-Zymase, die wir bereits 


?) H.v. Euler, E. Adler u. H. Hellstriém, Sy. Kem. Tidskr. 4). 
290 (1935). 
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friher als wahrscheinlich angesehen hatten*), lag eine kurze 
Mitteilung ohne Versuchsbeschreibung von Warburg, Christian 
und Griese‘) vor, in der tiber den analogen Wirkungsmechanismus 
des von Warburg und Christian aus Pferdeblut isolierten Co- 
Fermentes®) im System der Robisonester-dehydrierung berichtet 
‘orden war. Spier teilten Warburg, Christian und Griese®) 
ihre interessanten Ergebnisse iiber die spektroskopischen Ver- 


‘inderungen mit, welche das Co-Ferment der Robisonester- 
dehydrierung beim Ubergang in die reduzierte Form erleidet: das 
reduzierte Co-Ferment ist gegeniiber der oxydierten Stufe durch 
eine neue Absorptionsbande mit einem Maximum bei 345 mu 
ausgezeichnet. 

Co-Zymase (Co-Dehydrase I) und Co-Ferment aus Pferdeblut- 
Hzellen (Co-Dehydrase II) sind nach unseren vergleichenden Ver- 
suchen') hinsichtlich ihrer Funktion Stoffe mit analoger Wirkung 
ud auf Grund der Feststellungen iiber ihren chemischen Bau") 
sehr nahe miteinander verwandt. Ausgepriigte Unterschiede be- 
stehen einerseits beziiglich der Spezifitiit gegeniiber den Apo- 
dehydrasen')*) und hinsichtlich des P-Gehaltes und der Basizitiit 
der beiden Co-Dehydrasen‘‘); der letztgenannte Punkt bedingt 


*) a) H. vy. Euler, E. Adler, F. Schlenk u. G. Giinther, Diese Z. 
233, 120 u. zwar 146 (1935); b) E. Adler u. M. Michaelis, Diese Z. 235, 
154 u. zwar 162 (1935). 

*) Biochem. Z. 279, 143 (1935). 

’) Biochem. Z. 254, 440 (1933) u. folgende Arbeiten. 

*) Biochem. Z. 282, 157 (1935). 

_ ‘) Uber die Konstitution der Co-Zymase vgl. a) K. Myrbick u. 
B.Urtenblad, Diese Z. 233, 87 (1935); b) H. v. Euler, H. Albers u. 
F. Schlenk, Diese Z. 234, I (1935); c) Diese Z. 237, I (1935); d) Diese Z. 
40, 113 (1986). Co-Dehydrase II: vgl. °). 

‘) Die Verschiedenheit der Triigerkomponenten (Apodehydrasen) *) und 
ihre Spezifitat gegeniiber den beiden Co-Dehydrasen') ist unter anderem auch 


fiir den Fall der Alkohol- bzw. Robisonesterdehydrase von uns in friiheren 


Arbeiten als absolut gesichertes Ergebnis hervorgehoben worden. Die 
Aussage von O. Warburg u. W. Christian (,,Giarungs-Co- Ferment“, 
Biochem. Z, 285, 156 u. zwar 158 (1936)]: ,,Die Proteine, durch die die 
beiden Co-Fermente zu Fermenten werden, sind verschieden“, enthiilt also 
lediglich eine Bestitigung unserer Befunde, worauf die Autoren aber nicht 
hinweisen. Ebenso ist nicht nur der Nachweis von Co-Zymase neben Co- 


Dehydrase II in rohen Co-Enzympriiparaten aus Blut und Hefe und die 
Trennung beider Co-Dehydrasen, sondern auch die reversible Hydrierung 
der Co-Zymase (im enzymatischen System) bereits von uns beschrieben 
Worden’), Auch hierfiir fehlen die Hinweise in der Mitteilung von War- 
burg und Christian. 


17* 
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wahrscheinlich auch das charakteristische Verhalten der beide, 
Stoffe bei der Adsorptionsanalyse, die uns eine Trennung de 
beiden Co-Enzyme erméglichte'). Die den Pyridinkern enthaltend 
Gruppe, welche nach O. Warburg und W. Christian die eigent. 
liche wasserstoffiibertragende Wirkungsgruppe des Co-Dehydrage 
I[-Molekiils darstellt, ist auch in der Co-Zymase enthalten 7° 4, 
und es war deshalb zu erwarten, da® der Ubergang Co-Zymase —» 
reduzierte Co-Zymase von einer gleichartigen spektroskopische 
Anderung begleitet sein wiirde wie der entsprechende Vorgang 
bei der Co-Dehydrase II. Dies ist tatsichlich der Fall: wird (o. 
Zymase bei geeignetem p,, mit Alkohol—Apodehydrase und Alkoh«l 
zusammengebracht, so tritt eine neue Bande mit dem Absorptions. 
maximum 3840 mu auf. Die neue Bande bleibt bei der Hitze. 
zerstérung der Dehydrase erhalten; sie entsteht auch bei Durch. 
fihrung der enzymatischen Reduktion in Gegenwart von Luft 
und bleibt nach Denaturierung des Enzyms auch bei Luftgegen- 
wart erhalten. Sie verschwindet bei Ubertragung des Wasserstofi 
von der reduzierten Co-Zymase auf Flavinenzym, gleichgiiltig ol 
Apodehydrase gegenwirtig ist oder nicht. Genau wie bei de 
reduzierten Co-Dehydrase I1*) verschwindet auch bei der redu- 
zierten Co-Zymase die neue Bande beim Ansiuern der Lisuyg 
auf p,, = 3*). Es kann also keinem Zweifel unterliegen, daB die 
neue Absorptionsbande der reversibel reduzierten Co-Zymase 1u- 
kommt. Wir haben in den folgenden Versuchen das Auftreten 
bzw. Verschwinden der charakteristischen Bande als Test fiir den 
Verlauf der studierten Oxydoreduktionsvorgiinge angewandt. 
Methodik. Die Messungen wurden im Doppelmonochromator 
lichtelektrisch ausgefiihrt. Wir benutzten eine Kompensations- 
schaltung zweier lichtelektrischer Zellen, wodurch es miéglich 
war, aus den Elektrometerausschligen direkt die Extinktionswerte 
anzugeben. Bei allen kinetischen Versuchen wurde die Co-Zymase- 
extinktion im Licht der Quecksilberlinie 334 mu gemessen. 


1. Spektroskopischer Nachweis der Reduktion 
der Co-Zymase bei der Alkoholdehydrierung. 


In einer MeBkiivette wurden 0,3 ccm einer Co-Zymaselisung 
(1 mg/ecm; ACo = 400000, frei von Co-Dehydrase II), 0,1 ccm 





*) Hierbei findet gleichzeitig eine irreversible Zerstérung der Co-Dehy- 
drasefunktion in gewissem Ausmafe statt. Wir werden in einer folgendet 
Mitteilung hierauf zuriickkommen ; iiber das ihnliche Verhalten der hydriertel 
Co-Dehydrase II vgl. Warburg, Christian u. Griese’). 
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‘finden sich in Tab. 1. 


| 
‘Extinktion e. . | 0 | | 0,11 0,15 0,20 20 | 0,30 To 0,36 | | 0,43 | oe 0,62 
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4 podehydrase (Lésung eines LI-Priparates [vgl. 8. 262], 0,1 ccm 
mene 0,003 g Trockenpraparat), 0,3 com m/15 Phosphat- 
‘puffer (py = 7,6) und 0,6 com Wasser gemischt; die Extinktion 
‘wurde gemessen und dis Reaktion hierauf durch Zusatz von 
20 ccm 16,5°/,igem Alkohol eingeleitet. Aus unseren friiheren 
‘Versuchen?) geht hervor, daB in diesem Reaktionssystem die 
‘Bildung von reduzierter Co-Zymase erfolgt. Sie kann spektro- 
skopisch verfolgt werden; miBt man nimlich die Extinktion (bei 


334 mu) in kurzen Zeitabstinden, so beobachtet man folgendes: 
Die Extinktion steigt zuerst schnell, dann langsamer bis auf 
reinen konstanten Endwert, welcher der gebildeten Menge Dihydro- 
‘Co-Zymase entspricht (vgl. S. 248). 


Die Reaktionslésung wurde dann 5 Minuten auf 75° erhitzt, 
wodurch die Apodehydrase inaktiviert wurde (Priifung im Thunberg- 


‘yersuch!); vom ausgefallenen Kiwei8 wurde abfiltriert. Die Extink- 


‘tion des klaren Filtrates ist gegeniiber der letzten Messung im 
kompletten Dehydrierungssystem praktisch unverindert geblieben, 


ivas in Ubereinstimmung steht mit unserem friheren Ergebnis), 


'daB die Dihydro-Co-Zymase durch kurzes Erhitzen bei p,, = 7,6 
nicht geschidigt wird. Ferner ergibt sich, daB die Dihydro- 


'Co-Zymase im freien Zustande dieselbe Absorption bei 334 my 


besitzt wie in Gegenwart der Apodehydrase. Die Versuchswerte 


Tabelle 1. 








dit | | | Nach 

' nach Beginn ‘ | | | | Whine 

des Versuches 0 | Ig | 1 2 | 3 6 | 9 14 al 
Minuten oe i 


Filtrieren 























2. Absorptionskurve der hydrierten Co-Zymase. 

Die nach dem voranstehenden Verfahren hergestellte Lésung 
von freier hydrierter Co-Zymase liefert die in Fig. 1a wieder- 
gegebene Absorptionskurve. Die hydrierte Co-Zymase zeigt im 


Vergleich zur nicht hydrierten eine neue Absorptionsbande mit dem 
‘Maximum bei 340 mu. Da, wie weiter unten gezeigt wird, die 


enzymatische Reduktion der Co-Zymase nicht vollstiindig, sondern 
hur bis zu einem Gleichgewicht verliuft, stellt diese Kurve eine 
Uberlagerung der Absorptionskurven von reduzierter und nicht 
reduzierter Co-Zymase dar. Die Bande bei 260 mp, welche auch 
der nicht reduzierten Co-Zymase zukommt, liegt deshalb im Vergleich 
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zur charakteristischen Bande bei 340 my betrachtlich héher, 
es der reduzierten Co-Zymase allein entsprechen wiirde. 
E 
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F ig. la. Fig. 1b. 


Ebenso wie bei der Co-Dehydrase II *) fiihrt auch bei der 
Co-Zymase auBer der enzymatischen Reaktion die Hinwirkung 
von Natriumhydrosulfit in Bicarbonat-alkalischer Lésung zu der 
hydrierten Form mit der neuen Absorptionsbande*). In Fig. 1) 
ist das absolute Absorptionsspektrum der durch Hydrosulfit redu- 
zierten Co-Zymase wiedergegeben; der Darstellung ist das geget- 
wirtig als wahrscheinlichst angesehene Molekulargewicht 66) 
zugrunde gelegt. Der Absorptionskoeffizient « ist definiert durch 
die Gleichung: 1 


—_ 10 
e=— log 


J, qem 
J Mol 


3. Zur p,-Stabilitit der reduzierten Co-Zymase. 

Nicht reduzierte Co-Zymase ist in bezug auf ihre Stabilitit 
bei verschiedenem p,, und verschiedener Temperatur eingeheul 
untersucht *4). Die Stabilitiit ist bei p,, = 3-4 am gréBten, abet 
sehr gering im alkalischen Gebiet. Die reduzierte Co-Zymase 1% 
dagegen, wie schon oben erwiihnt, bei p, = 7—8 sehr hitzestabll 
Beim Ansiiuern einer Lisung von freier reduzierter Co-Zymas 
bleibt die charakteristische Bande (340 my) erhalten bis p,, = 4; 5 


*) Anmerkung bei der Korrektur: Vgl. hierzu den Nachtrag 4 
& § 


Schlu8 dieser Mitteilung. 
84) Vel. z.B. K. Myrbick u. H.v. Euler, Diese Z. 138, 6 (1924) 
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her, als | verschwindet jedoch sehr rasch schon bei p,, = 3 (vgl. Fig. 2). Auch 
| in diesem Verhalten erweist sich die Co-Zymase analog der Co- 
| Dehydrase IT®). of 
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Fig. 2. py-Stabilitét der reduzierten Co-Zymase. 


II. Die Umkehrbarkeit der Alkoholdehydrierung. 

: Fiigt man im Thunbergversuch zum Reaktionsgemisch der 
| Alkoholdehydrierung Acetaldehyd oder Propylaldehyd, so daf das 
Gemisch in bezug auf Aldehyd 0,01 mol. ist, so wird die Ent- 
firbungszeit gegeniiber dem Kontrollversuch ohne Aldehyd auf 
bei deri etwa das 10 fache verlingert; bei hédheren Aldehydkonzentrationen 
wirkung@® wird die Methylenblauentfirbung vollstiindig gehemmt. Dieser 
zu der Kffekt konnte am einfachsten so gedeutet werden, daB die erste 
Fig. 1) Phase der im Methylenblauversuch vor sich gehenden Reaktions- 
it redu-M% folee, nimlich die Reaktion zwischen Alkohol und der Holo- 
; gegel-#™ dehydrase (D-Co) einen umkehrbaren Vorgang darstellt; bei An- 
ht 603% wesenheit eines gewissen Uberschusses an Reaktionsprodukt 
t durch |Aldehyd) wird die Reaktion zuriickgedriingt. Einen einwand- 
lreien Beweis fiir die Reversibilitét der Alkoholdehydrierung er- 
| brachten die spektrophotometrischen Versuche, in denen die Lage 
des Gleichgewichts unter dem EinfluB der Konzentration der 


4 Co-Zymase 










‘SC. leaktionsteiinehmer auf Grund der Messung der reduzierten 
nee | Co-Zymase (CoH,) studiert werden konnte. 

ngehen : | . 

an, aber 1. Nachweis der Umkehrbarkeit 

in “4 der Alkoholdehydrierung*) *). 

zestabil: In einem Reaktionsgemisch, bestehend aus 0,2 ccm Co-Zymase 
Sonal ‘!mg pro Kubikzentimeter, ACo = 400000), 0,1 com Apodehydrase 
= 4, $I *) Im folgenden sind die Begriffe ,,Dehydrierung“ und ,,Hydrierung“ 


stets auf die Substrate, nicht auf die Co-Zymase, bezogen, wenn nicht 
htrag “4% anders bemerkt. 

‘») Uber Messungen des Redoxpotentials im System der Alkohol- 
(1924). dehydrase vgl. R. Wurmser u. S. Filitti, C. r. Soe. Biol. 118, 1027 (1935). 
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(wie im Versuch 8S, 242), 0,3 com m/15-Phosphatpuffer (p,, = 7,6) 
und 0,6 ccm Wasser, wird nach Messung der Grundextinktioy 
durch Zusatz von 0,1 ccm 10°/,igem Athylalkohol die Alkohol- 
dehydrierung in Gang gesetzt. Wie in Fig. 3 veranschaulicht ist. 


£ 











0,1¢¢ -m Acetal dehy 7) Aree m Apo- 
ot ee leas be yarase 
02}- i t Kom Kee Xam X gf 
Ei rhitze i | 
/ filtrieren 
01 E 
4 ——- 
a) copeice ae era. apeonec er 
20 Min. 


Fig. 3. Umkehrbarkeit der Alkoholdehydrierung. 
steigt nun die Extinktion innerhalb der nachsten 10 Minuten ent- 
sprechend der fortschreitenden Bildung von hydrierter Co-Zymase 
bis auf einen Wert, der wihrend der folgenden 4 Minuten kon- 
stant bleibt. Nunmehr wird die Versuchsmischung 15 Minuten 
auf 75° erhitzt, wodurch die Apodehydrase vollstindig inaktiviert 
wird, die Lésung klar filtriert und ihre Extinktion erneut ge- 
messen. Der Extinktionswert hat sich praktisch nicht geiindert. 
Auf Zusatz von 0,1 ccm 1 m-Acetaldehyd sank die Extinktion 
unmittelbar, jedoch nur um einen Wert, welcher der eingetretenen 
Verdiinnung entspricht; wihrend der nichsten 15 Minuten fand 
keine weitere Anderung statt. Wurde nun aber das Reaktionssystem 
durch Zugabe von 0,1 ccm frischer Apodehydrase erginzt, s0 
erfolgte ein rascher Abfall der Extinktion bis zum Grundwert. 
Im Gartest kann hierauf festgestellt werden, daB die Wirksamkeit 
der in den Reduktionsversuch eingesetzten Co-Zymase auch nach 
der Zuriickdrangung der hydrierten Form voll erhalten geblieben ist. 

Fiigte man in einem zweiten Versuch zur Lésung der freien 
hy driarten Co-Zymase zuerst die frische Apodehydrase, so erfolgte 
keine Anderung der Extinktion; der darauffolgende Acetaldebyi: 
zusatz bewirkte sodann das rasche Verschwinden der Bande. 

Diese Versuche beweisen: 

1. daB dre freve Dihydro-Co-Zymase mit Acetaldehyd dirrek 
nicht reagreren kann, 

2. dap die Dihydro-Co-Zymase in Gegenwart der Apodehydrasé 
durch Aldehyd zu Co-Zymase reoxydiert wird, 

3. daf also die Alkoholdehydrierung eine umkehrbare Reaktioi 
darstellt, die durch Erhéhung der Aldenydkonzentration riickgingy 
gemacht werden kann. Es gilt also folgende Reaktionsglerchung: 

CH,CH,OH + D-Co ~—= CH,CHO + D-CoH,. 
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1 = 7,6) 2. Gleichgewichtskonstante. 


inktion In den folgenden Versuchen wird die Kinetik der reversiblen 











Tkobol- Alkoholdehydrierung niher studiert. Fig. 4 zeigt die Abhangigkeit 
cht ist, ‘der im Gleichgewicht umgesetzten 
Menge Co-Zymase von der Co-Zy- %[  " * "Tt 7 TH 
' masekonzentration. Die Punkte 
Jiegen annahernd auf einer Parabel. 43}- : 
Daraus folgt als empirischer Aus- Ps 
| druck in erster Naiherung die Glei- ude Pa 
} chung Co = K- (CoH,)’, F 
wo Co die Anfangskonzentration der, || / : 
'Co-Zymase bedeutet. Die fir die x 
-~ ent: & Gleichgewichtslage in Rechnung zu / 
4yMast HM cotyende GréBe ist aber nicht die a a eae 
“ kon- Anfangskonzentration, sondern die a org 
Hinuter  jweils noch vorhandene Menge “ 
ctiviert & (o-Zymase. Im nebenstehenden Versuch (Fig. 4) ist jedoch die 
ut ge umgesetzte Menge Co-Zymase klein im Verhiltnis zu der totalen 
indert. ] Konzentration. In obiger Gleichung kann also an Stelle der totalen 
inktion '(o-Zymasekonzentration die im Gleichgewicht noch vorhandene 
ay Konzentration eingesetzt werden: 
a Co — CoH, = K-(CoH,)*. 
- o Ferner wurde gefunden, da8B die Alkoholkonzentration a pro- 
dwert, portional ist dem Ausdruck 
amkeit (CoH,)* 
wr Co — CoH, 
yen ist. i Diesen T'atsachen entspricht formell folgende einfache Reak- 
freien J “ionsgleichung: 9 + Alkohol = CoH, + Aldehyd 
rfolgte Bezeichnet man die totale Konzentration der Co-Zymase mit c, 
dehyd- aie des Alkohols mit @ und die Konzentration der gebildeten Menge 
de. _ Dihydro-Co-Zymase mit x, und beriicksichtigt man, daB auch die 
| Aldehydkonzentration gleich x ist, so erhalt man die Gleich- 
daveki ' gewichtskonstante 
ydrast FP (1) i, = = oe Sa ’ 
aktion We *° meistens x gegen a vernachlassigt werden kann. _ 
ienaig Gleichung (1) wurde in einer Versuchsserie durch Variation 
Reser von Co-Zymase und Alkohol gepriift. Die Zusammensetzung der 


Reaktionsmischung entsprach im iibrigen den Angaben auf S. 242. 
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Kine weitere Kontrolle lieferten Versuche tiber die Zuriickdraingung 
der Dehydrierungsreaktion durch Zusatz von Acetaldehyd in be. 
kannter Konzentration (Tab. 2, Versuche Nr. 5 und 6). Diese 
letzteren Versuche wurden so ausgefiihrt, da8 nach Erreichung 
der Gleichgewichtslage der Dehydrierungsreaktion eine bekannte 
Menge Aldehyd zugesetzt wurde, die so bemessen war, dab die 
Dihydro-Co-Zymasekonzentration in dem neuen Gleichgewich 
etwa auf die Hialfte herunterging. Tab. 2 gibt die Resultate 
wieder. Fiir die Angabe der Co-Zymasekonzentration ist das 
vorliufige Molekulargewicht 663 zugrunde gelegt. Von besonderer 
Bedeutung ist die GréBe der Konstante. Sie zeigt, daB schon 
sehr kleine Mengen Aldehyd hydriert werden, auch wenn erheb. 
liche Mengen Alkohol vorhanden sind. Vegl. hierzu S. 253. 
Gleichung (1) fordert die Aufnahme von 2 Atomen H_ pm 
1 Mol. Co-Zymase, also die Bildung von Dihydro-Co-Zymase. [ie 
Versuchswerte sind mit einer anderen Méglichkeit auch nicht in 


Kinklang zu bringen. 
Tabelle 2. 

















Vv Molare Konzentrationen Gleich- 

er- a ee eae ae oe) ee Saas = 

such | Co-Zymase Acetaldehyd gewichts: 
Nr Alko-)__ a ——— —— |—_—_—____— konstante 

hol | Total | Co | CoH, (Zugesetzt| Total K, 

1 11,72 | 9,75-10-5| 2,59-10-5| 7,16-10-°| — | 7,16+10-°] 0,87-10 
2 10,324! 22,0 -10-5! 14,59+10-5| 7,41-10-5} — =| 741-1075] 0,86-10' 
3 11,62 | 11,0 -10->| 2,67-10-°|8,33-10-°|} — | 8,83-10-*| 0,63-10' 
4 10,81 | 14,6 -107-° 6,15-10-°| 8,45-10-°) — | 845-1075} 0,70-10' 
5 10,77 | 13,8 -10-°) 6,00-10-° 7,80: 10-5|2,16-10-5| 9,96+10-°| 0,59-10' 
6 |0,73 | 18,2 +1075 6,68-10-°, 6,52-10-°|4,1 -10-°|10,6 -107°] 0,70-10' 


Mittel A, = 0,73-10' 
Die Bestimmung der Konstante hat auch einen fir die 
('o-Zymasebestimmung praktischen Wert. Der numerische Wert 
der Gleichgewichtskonstante wird durch die Reinheit des ver- 
wendeten Co-Zymasepriparates sehr beeinflu8t. Die Bestimmung 
der Gleichgewichtskonstante erlaubt eine Feststellung des (0- 
Zymasegehaltes ohne Zuhilfenahme unbekannter Komponentet, 
wihrend die Geschwindigkeitskonstante von der Dehydrasekonzen- 
tration abhiangig ist. 


3. Variation der Enzymmenge. 
Tab. 3 stellt den Reaktionsverlauf bei verschiedener Enzyu- 
menge dar. Zu gleichen Ansiitzen wurde je 0,1 ccm von verschiede! 
verdiinnten Dehydraselésungen zugesetzt und die Geschwindigkeit 
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' der ersten Minute berechnet (vgl. unten). 


I der Dehydrierung, K, die Gleichgewichtskonstante. 
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der Bildung von Dihydro-Co-Zymase gemessen. Die Geschwindig- 
| keit der Dehydrierung wurde nur aus den Messungen wiihrend 


Jeder Versuch wurde 
bis zum Gleichgewicht verfolgt und die Gleichgewichtskonstante 
bestimmt. In Tab. 3 bedeutet k’ die Geschwindigkeitskonstante 
Ks_ ergibt 
sich, dap die Reaktionsgeschwindigkert ber den im Versuch ein- 
ychaltenen Bedingungen proportional der Enzymkonzentration ist, 
die Gleichgewrchtslage aber davon unabhingig. 


Tabelle 3. 





Rel. Dehydrasekonzentration d 8 4 2 1 


Geschwindigkeitskonstante k’ . 0,42 0,24 0,16 0,065 
Ae 6-4 a eS we ace 0,053 0,064 0,080 0,065 
K,-10-*. ees 0,70 0,64 0,60 1,0 


4. p, -Abhingigkeit der Gleichgewichtskonstante. 


Die Dehydrierungsreaktion wurde unter konstanten Be- 
dingungen in Phosphatpuffer von verschiedenem p,, untersucht 
und die Gleichgewichtslage bestimmt. Es zeigte sich, daB die 
Gleichgewichtskonstante K, mit dem p,, stark varnert (vgl. Tab. 4). 
Daher wurden auch die Dehydrierungs- wie die Hydrierungs- 
seschwindigkeiten gesondert bei verschiedenem p,, bestimmt. 

Ganz im Anfang der Dehydrierung gilt die Gleichung 


da : 
—_as-_ fe b . ) 
dt Ki ( x)al 
oder 
7 1 Cc 
(2) k = — In —— : 


wo D die Apodehydrasekonzentration, k’ die Geschwindigkeits- 
konstante der Dehydrierung bedeutet. 

Die Geschwindigkeitskonstante der Hydrierung wurde 
folgendermaBen bestimmt. Ein ftir mehrere Versuche ausreichen- 
der Ansatz von Co-Zymase wurde bei p,, = 7,7 bis zum Gleich- 
gewicht hydriert. Fiir jeden Versuch wurden 2,5 ccm der Reak- 
tionsmischung in die Kiivette pipettiert, die schon 1 ccm eines 
solchen Phosphatpuffergemisches enthielt, daB das gewiinschte p,, 
sich einstellte. (Nach dem Versuch wurde das p,, elektrometrisch 
bestimmt.) Die Extinktion der in dieser Weise erhaltenen Lésung 
wurde schnell gemessen, darauf sofort 0,1 ccm einer 0,1 molaren 
Acetaldehydlésung zugesetzt und in geeigneten Zeitabstainden das 
Verschwinden der Dihydro-Co-Zymase beobachtet. Wenn das 
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eingestellte p,, niedriger ist als das bei der vorangegangenen 
Dehydrierung, so tritt infolge der erhéhten Aciditaét schon yor 
dem Acetaldehydzusatz eine langsame Abnahme der Extinktion 
ein, der neuen Gleichgewichtslage entsprechend. 


Fiir die Geschwindigkeit der Hydrierungsreaktion ergibt sich 


oder, wenn die Konzentration b des zugesetzten Aldehyds viel 
gréBer ist als zx: 


dx ” : 

a kK’ 2b D 
oder integriert 

i” — 1 l x = 1 ] & 
3) “op "=" ae! > 


wo x, die Anfangskonzentration der Dihydro-Co-Zymase und ¢ bzw. ¢, 
die der Dihydro-Co-Zymase proportionale Extinktion bedeuten. 


Wir fanden, daB die Geschwindigkeitskonstante der Alkohol- 
dehydrierung mit zunehmendem ,, steigt, die Geschwindigkeits- 
konstante der Aldehydhydrierung dagegen fallt. (Vgl. hierzu S. 254.) 
Die Fig. 5 und 6 zeigen die Dehydrierungs- bzw. Hydrierungs- 
kurven bei verschiedenem p,,. Die Tab. 4 enthalt die Kon- 
stanten k’ und k”, sowie die Gleichgewichtskonstante K,. 
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Fig. 5. Geschwindigkeit der Alkohol- Fig.6. Geschwindigkeit der Aldehydhydrieris 


dehydrierung bei verschiedenem py. Kurve a: Py = 6,4, Kurve b: py =7,/. 


Diese Neigung der Dihydro-Co-Zymase, bei niedrigem p, 
Wasserstoff leichter abzugeben, kénnte man der Labilitit der 
Dihydro-Co-Zymase im sauren Medium gegeniiberstellen (vgl. 8. 244). 
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Tabelle 4. 
Pu Dek’ Dek K, 
6,4 402 0,052 7,8 - 104 
7,0 ade 0,085 1,9 + 104 
12 86 0,12 0,8 - 104 


| 5, Affinitat der Apodehydrase zu homologen Alkoholen 


bzw. Aldehyden. 
Im System der Alkoholdehydrierung kann der Athylalkohol 
durch andere Alkohole, wie Propylalkohol, der Acetaldehyd durch 
Propylaldehyd ersetzt werden, wie aus den Fig. 7a und 7b er- 


; sichtlich ist. In einem Versuch enthielt die Reaktionsmischung 
08mg Co-Zymase, 0,1 com 10°/,igen Athylalkohol, 0,1 ccm 
| Alkoholdehydrase und 0,3 ccm Puffer (p,, = 7,6), die Versuchs- 
' mischung wurde mit Wasser auf 2,5 ccm verdiinnt. Die Reaktion 


lief bis zum Gleichgewicht ab. Danach wurde Propylaldehyd 
zugesetzt, wobei das Gleichgewicht gestért wurde; die Dehydrierung 


' wurde sehr stark zuriickgedringt (Fig. 7a). Im zweiten Versuch 


enthielt die Reaktionsmischung 0,1 ccm 10°/,igen Propyl- 
alkohol statt Athylalkohol. Auch hier fand eine Dehydrierung 


statt. Das Gleichgewicht ist nicht so stark zugunsten der Dihydro- 
' Co-Zymase verschoben wie beim Athylalkohol. Sobald Gleich- 
/ gewicht erreicht war, wurde Acetaldehyd zugesetzt. Die 


Dehydrierung wurde auch hier zuriickgedringt (Fig. 7b). 
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6. Spezifitit der Apodehydrasen 
gegeniiber den beiden Co-Dehydrasen. 
In friiheren Untersuchungen war bereits der Befund erhoben 
worden, daB die Apodehydrasen der Robisonester- bzw. der Alkohol- 
dehydrierung voneinander verschieden sind **) und daB diese beiden 
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Traiger eine ausgeprigte Co-Dehydrasespezifitit aufweisen?), is 
war gezeigt worden, daB die Robisonester-Apodehydrase nur mit 
der Co-Dehydrase II, Alkohol-Apodehydrase nur mit der Co-Zymase 
wirksame Molekiile zu bilden vermag, und es war die Auffassung 
ausgesprochen worden, daB allem Anschein nach eine gegenscitige 
Beeinflussung der beiden Co-Dehydrasen nicht stattfindet. 
war von Interesse, diese Ergebnisse auch mit der spektroskopischen 
Beobachtung der Grundreaktionen nachzupriifen. 


In der Kiivette wurden Lisungen von 0,2 ccm (0,2 mg/ccm) 
Robisonester, 0,1 cem Robisonesterdehydrase (W arburgs Zwischen- 
ferment aus Hefe, 2 mal umgefiallt, frei von Alkohol-Apodehydrase), 
und von Co-Dehydrase II [aus Hefe')| gemischt und die Hydrierung 
der letzteren wurde zeitlich verfolgt (Fig. 8). Nach 15 Minuten 
war die Reduktion beendet und nun wurden 0,2 ccm Co-Zymase 
(entsprechend 0,2 mg, frei von Co-Dehydrase IT) zugesetzt. Es trat 
eine sehr kleine Erhéhung des Extinktionswertes ein, verursacht 
durch die Eigenabsorption der Co-Zymase, aber in den weiteren 
5 Minuten fand keine Anderung statt. Hierauf wurde 0,1 ccm 
Alkoholdehydrase (LI) zugesetzt, wobei die Extinktion auf Grund 
von Verunreinigungen in der Dehydraselésung einen plotzlichen 


ee 











1 i I ! 
d 
Us ve ‘ 
. 
| | | 
a I Ae 
ot i | . 
PY “~ t 
/ b 
l a . 1 
10 20 30 40 Min. 


Fig. 8. Spezifitat der Alkohol- bzw. Robisonesterdehydrase gegen Co-Zymase 


bzw. Co-Dehydrase IT. 


e —>: Zusatz von Athylalkohol. 
d—->: ,; », Acetaldehyd. 


a —>: Zusatz von Co-Zymase. 
b—->: ae », Alkoholdehydrase. 


Anstieg erfuhr, dann aber in den niichsten 5 Minuten konstaut 
blieb. Wurde nun durch Zusatz von Alkohol die Reduktion der 


(‘'o-Zymase in Gang gesetzt, so stieg die Extinktion in den {ol- 
genden 10 Minuten auf etwa das Doppelte. Nachdem das Gleich- 
gewicht erreicht war, wurde Acetaldehyd zugesetzt; dabei fiel dic 
Extinktion auf den urspriinglichen Wert vor dem Alkoholzusatz. 
Aus dem Verlauf dieser Versuchsfolge ergibt sich, daB die beiden 
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Dehydrasesysteme voneinander iiberlagert waren und da sie von- 
vinander unabhdngig sind. 


Die Bedeutung der ,, Alkoholdehydrase“ 
im Girungskomplex. 


Die tiber die Kinetik der Alkoholdehydrierung erhobenen 
Befunde kénnen als Grundlage dienen fiir eine Erklirung der 
biologischen Funktion der ,,Alkoholdehydrase“, insbesondere beziig- 
lich ihrer Beteiligung an der Oxydoreduktionsphase der alkoho- 
lichen Girung. Die Tatsache, daB schon bei Gegenwart relativ 
sehr geringer Aldehydmengen das Gleichgewicht 


Alkohol + Holodehydrase > Acetaldehyd + red. Holodehydrase 


_ 
sehr weit nach links verschoben ist, fihrt uns zu dem Schlub, dab 
bei der alkoholischen Girung eben die ,,Alkoholdehydrase“ die 
Reduktion des intermediaér gebildeten Acetaldehyds zum Alkohol 
bewirkt. Denn in einem Reaktionsgemisch, welches reduzierte 
(o-Zymase, Alkohol-Apodehydrase und Acetaldehyd enthalt, mub 
die Reaktion im Sinne der Acetaldehyd-Hydrierung ab- 
laufen. Nehmen wir z. B. willkiirlich an, dab das Verhiltnis von 
(o-Zymase zu reduzierter Co-Zymase gleich 1:1 ist, so ergibt 
sich aus Gleichung (1) (S. 247) unter Beriicksichtigung von Tab. 4, 
lab bei p,, = 6,4 im stationiiren Zustand die molare Konzentration 
des Alkohols 78000 mal gréfer ist als die des Acetaldehyds. 
Alkohol kann in relativ sehr groBer Konzentration angehiuft 
werden, ehe eine merkliche Hemmung der Hydrierung des nach- 
gelieferten Acetaldehyds erfolgt. 

In bestem Kinklang mit dieser Auffassung stehen die Ergeb- 
uisse iiber die p,-Abhingigkeit der beiden Richtungen der Gleich- 
gewichtsreaktion: 

Aus Versuchen iiber die p,,-Abhiingigkeit der Alkoholdehydrie- 
rung im Methylenblauversuch (vgl. 8.261) hat sich ergeben, dab 
das p,-Optimum der Dehydrierung im alkalischen Gebiet, 
um p, = 8, liegt, und daB die Reaktionsgeschwindigkeit bei 


lallendem p,, stark abnimmt. Das Optimum der alkoholischen 


irung im zellfreien System (Apozymase) liegt bei p,, = 6—6,4°°); 
in diesem Bereich besitzt jedoch die isolierte Alkoholdehydrase 
uur mehr etwa 10°/, ihrer optimalen Wirksamkeit (vgl. S. 261). 
Diese Tatsache lieB eine Beteiligung des Knzyms an der alko- 
holischen Giirung zuniichst etwas zweifelhaft erscheinen. Als sich 


**) H. v. Euler u. K. Myrbick, Diese Z. 131, 180 (1923). 
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aber mit den Befunden iiber die Reversibilitét der Reaktion unj 
die Lage des Gleichgewichts der Gedanke an eine Einordnung 
des Enzyms in den Giirungskomplex erneut aufdringte, wurde die 
Méglichkeit erwogen, ob nicht etwa der Hydrierungsvorgang eine 
andere p,-Abhingigkeit zeige als der Dehydrierungsvorgang. ‘Tat. 
sichlich zeigten nun die spektrophotometrischen Versuche (vgl, 
S. 250), daB die Hydrierung des Aldehyds in gerade ent. 
gegengesetztem Sinne p,-abhingig ist wie die Dehydrie. 
rung des Alkohols. Die Geschwindigkeit der Hydrierung ist 
beim Giirungsoptimum gréSer als im alkalischen Gebiet, wo dic 
Dehydrierung ihre optimale Geschwindigkeit erreicht. Wir glauben, 
daB dieses Verhalten eine starke Stiitze darstellt fiir die Aut. 
fassung, daB die Alkoholdehydrase bei der alkoholischen Giirung 
als Acetaldehyd-reduzierendes Knzym fungiert. 


In engstem Zusammenhang mit der Funktion der reduziertei 
Alkoholdehydrase als Wasserstofidonator fiir den Acetaldehyd steht 
die Frage nach der Wasserstofflieferung, d. h. also nach der 
Bildung der reduzierten Holodehydrase im geschlossenen 
Oxydoreduktionssystem. Wir haben in einer vorhergehenden Mit- 
teilung) bereits die Frage nach dem enzymatischen Mechanismus 
der Oxydoreduktion (Dismutation) aufgeworfen und ein mégliches 
Schema kurz diskutiert. Auf Grund der in der vorliegenden Arbeit 
mitgeteilten Ergebnisse kommen wir nun auf diese und weitere 
Méglichkeiten zuriick. 


III. Zum enzymatischen Mechanismus der Oxydoreduktion. 


Ks seien hier zunachst nur solche Dismutationsvorgiinge be- 
trachtet, fiir welche die Beteiligung von Co-Zymase notwendig ist. 
Ferner wollen wir uns bei dieser Diskussion der Einfachheit halber 
an die Dismutation bei der alkoholischen Girung halten. Dabei 
machen wir die aus dem Vorangehenden hergeleitete Voraussetzung, 
daB die ,Alkoholdehydrase“ als Acetaldehyd-reduzierendes Enzym 
wirksam ist; als Wasserstoffdonator wollen wir ,,'Triosephosphor- 
siure“ betrachten. Es sei bemerkt, daB mit der Annahme de! 
,,'riosephosphorsdiure“ keine spezielle Festlegung iiber den stof- 
lichen Verlauf der Girung getroffen werden soll. 


Prinzipiell sind zwei verschiedene Méglichkeiten zu erwagel. 
Entweder bewirkt ein einziges Enzym die Uberfiihrung des 
Wasserstofis vom Donator zum Acceptor oder es sind zwei, au! 
Donator bzw. Acceptor spezifisch eingestellte Enzyme wirksam. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XII. 955 


A. Ein einziges Enzym sei imstande, sowohl die Dehydrierung 


; des Wasserstoffdonators wie die Hydrierung des Wasserstoffacceptors 


gu vollziehen, m. a. W. es sei eine Apodehydrase wirksam, welche 


'Affinitit zu beiden Substratmolekiilen besitzt. Bezeichnen wir 
' den Wasserstoffdonator (Triosephosphorsiiure) einfach mit R-CHO 
}(R-COOH bedeutet dann sinngemiéf Phosphoglycerinsiure), die 
'Apodehydrase mit D und die Co-Zymase mit Co, so liebe sich 
die Dismutation folgendermaBen veranschaulichen: 


Schema A. 
I. RCHO + D-Co + H,O = R-COOH + D-CoH, 


II. D-CoH, + CH,-CHO =D-Co + CH,CH,OH 


Die Richtigkeit dieses Schemas steht und fallt mit der 


| experimentellen Entscheidung der Frage, ob die Dehydrierung des 
' Donatormolekiils RCHO, sowie die Hydrierung des Acceptor- 
‘molekiils CH,CHO tatsichlich durch ein und dieselbe Apo- 
'dehydrase D vollzogen werden. fiir die Hefeenzyme kann diese 
' Frage dahingehend beantwortet werden, daf wahrscheinlich eine 
| spezifische Triosephosphorsiure-Dehydrase D" einer spezifischen 
_ Alkoholdehydrase D4 gegeniibersteht. (Vgl. 8.268.) In diesem Fall 
'wiirde das Schema A also nicht zutreffen. 


Eine andere Frage ist, wie weit das Schema A etwa dem Mechanismus 


_homogener Dismutationen, z. B. der Acetaldehyddismutation, entspricht. 
' Die isolierte Alkoholdehydrase der Hefe ist zwar nicht imstande eine Acet- 
aldehyddismutation (RCHO = CH,CHO, RCOOH = CH,COOH) zu vollziehen, 
'denn, wie wir experimentell gefunden haben, wird Acetaldehyd von der 


isolierten Alkoholdehydrase der Hefe (+ Co-Zymase) nicht dehydriert und 


in Ubereinstimmung damit kann auch eine Bildung von Alkohol bei der 


Einwirkung von Dehydrase + Co-Zymase + Flavinenzym auf Acetaldehyd 


nicht nachgewiesen werden. Méglicherweise aber liBt sich das einfache 
/Schema A anwenden auf die zuletzt von Reichel®*) studierte Aldehyd- 
mutase der Leber, fiir welche die Notwendigkeit yon Co-Zymase ja sicher- 
_ gestellt ist®). Aber auch hier ist noch keine Entscheidung dariiber getroffen, 
ob die Triiger der Alkoholdehydrase und der Aldehydrase aus Leber mit- 


einander identisch sind. 


B. Wenn die Dehydrierung des wasserstofiliefernden Partners 


}der Dismutation durch ein Enzym erfolgt, welches verschieden 


ist von demjenigen Enzym, welches den Wasserstoff auf den wasser- 
stoflaufnehmenden Partner iibertrigt, so muB eine Wasserstoff- 


Wanderung vom ersten zum zweiten Enzym erfolgen. Ks 


**) L. Reichel u. K. Eckhoff, Diese Z. 287, 214 (1935). 
’) H. vy. Euler u. E. Brunius, Diese Z. 175, 52 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLI. 18 
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sei z. B. vorausgesetzt, daB die Dehydrierung der Triosephosphor. 
siiure durch eine spezifische Dehydrase erfolgt, wobei wir die 
Spezifitét im Sinne unserer friiheren Ergebnisse!) wieder auf de, 
hochmolekularen Teil, die Apodehydrase (DT), verlegen. In Uber. 
einstimmung mit der friiher von uns geiuBerten Auffassung iihe, 
das Dissoziationsgleichgewicht zwischen Apodehydrase und (\. 
Dehydrase’®) und auf Grund der von Negelein und Haas! 
am Beispiel der Hexosemonophosphatdehydrase erhobenen Befunde 
wollen wir dann auch fiir dieses spezifische Enzym sowohl in de 
oxydierten wie in der reduzierten Form folgende Gleichgewichte 
annehmen: 

(1) D'-Co <—* D*+Co 


(2) D*-~CoH, =— D* + CoH," 


Das heibt, es wird immer eine dem Gleichgewicht (2) entsprechende 
Menge freier reduzierter Co-Zymase im System vorliegen. Analoge 
Dissoziationsgleichgewichte bestehen nun aber auch zwischen (0 
und CoH, einerseits und der gleichzeitig im System vorliegenden 
Alkohol-Apodehydrase D4 andererseits: 


(3) fo {= DP +o 


(4) DA-CoH, =——= D* + Coll, 


Auf Grund dieser Beziehungen ergibt sich, daB in eineu 
System, welches Triosephosphorsiure (RCHO), Triosephosphor- 
siuredehydrase D'™, Co-Zymase (Co), Alkoholdehydrase (D*) unt 
Acetaldehyd enthilt, eine Wasserstoffiibertragung vom  ‘Triose- 
phosphat zum Acetaldehyd zustande kommen kann nach folgendeu 


Schema: 
Schema B. 


I. R-CHO + D'-Co =R-COOH + D*-CoH, 
aa | 


poo 
Y 


II. DA-CoH, + CH,CHO = D4-Co + CH,CH,OH 





1) H. vy. Euler u. E. Adler, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 125, 
Nr. 5, 1935. 

118) Biochem. Z. 282, 206 (1935). 

*) In diesen und den folgenden Gleichungen bedeuten die Symbol? 
D'- Co die nicht hydrierte, D'- CoH, die hydrierte Form der Triosepho* 
phorsiure-Holodehydrase, und D“- Co bzw. D4~- CoH, die entsprechendes 
Formen der Alkohol-Holodehydrase. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XII. 957 


Die Wasserstoffiibertragung zwischen den beiden Systemen 
kommt dadurch zustande, daf oxydierte und reduzierte Co-Zymase 


| gwischen den beiden spezifischen Apodehydrasen hin- und _her- 


pendeln. 
C. Im Schema B ist unberiicksichtigt geblieben, daB in den 


| Reaktionssystemen der alkoholischen Girung, gleichgiiltig ob es 


sich um lebende Hefe oder um die gewéhnlich angewandten zell- 
freien Praiparate handelt, stets Flavinenzym in bedeutender 
Konzentration vorliegt und daB es deshalb zu einer Wechsel- 
wirkung zwischen Co-Zymase und Flavinenzym kommen kann. 


| So wird die reduzierte Form der Co-Zymase, die etwa aus der 


Triosephosphatdehydrierung stammt, durch Flavinenzym (F) reoxy- 


diert werden: 


CoH, + F = Co + FH,; 


eine Reaktion, die analog wie fiir reduzierte Co- Dehydrase II *) auch 
fir die reduzierte Co-Zymase gilt”). Flavinenzym wiirde also mit 
dem Acetaldehyd um den Wasserstoff der reduzierten Co-Zymase 
konkurrieren. Es ist daher nicht ohne weiteres ersichtlich, in 
welcher Weise eine EKinordnung des Flavinenzyms in den Dis- 
mutationsmechanismus stattfinden kénnte. ‘Tatsichlich scheint 
ivgl. Schema B) eine Notwendigkeit fiir die Beteiligung von 
Flavinenzym an der Oxydoreduktion nicht vorzuliegen. Es wird 
einer genaueren Kenntnis der verschiedenen méglichen Dissoziations- 
und Reaktionsgleichgewichte bediirfen, um eine Beteiligung von 
Flavinenzym sinngeméB erkliiren zu kénnen. 

Versucht man dennoch ein Schema fiir die Oxydoreduktion 
unter Kinschaltung des Flavinenzyms zu entwerfen und 
macht dabei die Annahme, daB die Reaktion zwischen reduzierter 
Holodehydrase (D-CoH,), bzw. reduzierter Co-Zymase (CoH,) und 
Flayinenzym (F) umkehrbar ist, so kommt man zu folgendem Bild, 
in welchem alle Gleichgewichtsbeziehungen beriicksichtigt sind: 


Schema C. 
+H,O 


L B-~Co+ BOBO =o D*—Col, + ROOOH 
‘A A 
Y| .. 
Il. (D'+Co)+ FH, a (D*+CoH,) + F 
A A 
bf ¥ 
I. (DA+Co)+ FH, = (D“+CoH,) + F 
Al AY 
Y ly 


IV. D4A—Co +CH,CH,OH =——*= D“—CoH, + CH,CHO 
18* 
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In einem derartigen Schema wiirde aber eine Beteiligung 
von Flayinenzym erst dann sinnyoll erscheinen, wenn gewisse 
Voraussetzungen beziiglich der Lage der verschiedenen Gleich. 
gewichte erfiillt waren. Es wiire z. B. denkbar, daB die Holo. 
dehydrase D'—-CoH, nur sehr wenig dissoziiert ist; dann kénnte 
die Zwischenschaltung des Flavinenzyms nach Gleichung II und III 
eine beschleunigte Wasserstoffiibertragung vom Donatorsystem 
zum Acceptorsystem bedeuten. Weiterhin kénnte die Reaktion 
zwischen Flavinenzym bzw. Leukoflavinenzym mit den Holo- 
dehydrasen gegentiber der Reaktion mit den freien Co-Knzymen 
bevorzugt sein, und auf diesem Wege eine bessere H,- Uberfihrung 
eetldals woillen als durch die Rienkes Wanderung der oxydierter 
und reduzierten Formen der freien Co-Dehydrasen zwischen den 
Apodehydrasen. In vereinfachter Form kénnte dann der Vor. 
gang folgendermafen dargestellt werden 


Schema D. 

I. D'—Co + R-CHO > D'—CoH, + RCOOH 
I. D'—CoH, + F —> D'—Co + _ FH,*) 
ll. D4A—Co + FH, > D*--CoH, + F 
[V. D4—CoH, + CH,CHO —Co + CH,CH,OH 


> 


Wir haben nun versucht, experimentelle Stiitzen fiir die 
Méglichkeit eines solchen Reaktionsverlaufes zu finden. Kine 
wesentliche Voraussetzung fiir denselben ist die Umkehrbarkert 
der an sich bekannten Reaktion 


IIa. (D4—) CoH, + F = (D4—)Co + FH,, 


die, von rechts nach links verlaufend, als Gleichung III des vor- 
anstehenden Schemas D erscheint. Wir haben bereits gelegentlicl 
einer friiheren Diskussion dieses Schemas?) mitgeteilt, daf die 
Umkehrbarkeit der obigen Reaktion experimentell wahrscheinlich 
gemacht werden kann und beschreiben nun eine Versuchsanordnung, 
aus deren Ergebnis die Méglichkeit der Reaktionsfolge II—I\ 


hervorgeht. 


) Eine direkte Wasserstoffiibertragung von Leukoflavinenzym auf 
Acet: Bricysr nach der Gleichung FH, + CH,CHO -—> F + CH,CH,0H 


kann experimentell nicht verwirklicht ‘werden, 
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(3) KK, = 


Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XII. 


Nachweis der Umkehrbarkeit der Reaktion 
D4 -CoH, + F = D4-Co + FH,. 


Ks war nach den Erfahrungen bei den Thunbergversuchen 
anzunehmen, daB das Flavinenzym bei der Hydrierung haupt- 
| sichlich in der Leukoform vorliegt!!” ?), Nimmt man dabei an, 
daB die Leukoform mit der oxydierten Form im Gleichgewicht 
steht, so miissen folgende Gleichungen gelten: 


| 1 ~ CoH, - Ald 

, CoH, + F 

9) Fay OE * 

4) K, = Go. FH, 

entsprechend den Reaktionsgleichungen 

1’) Co + Alkohol = CoH, + Aldehyd 

2') CoH, + Flavinenzym = Co + Leukoflavinenzym. 
(F) (F'H,) 


Aus (1) und (2) erhalten wir: 


(F) « (Alk) 
(FH,) « (Ald) 


GemiB der Gleichung (3) wird die Co-Zymase formell aus- 


' ceschaltet. Man braucht daher nur die Konzentration des Alkohols, 


des Aldehyds und das Verhiltnis F/FH, zu kennen, um das . 
Produkt K,K, zu berechnen. 

Bei der Ausfiihrung des Versuchs mu8 man anaerob arbeiten. 
Man hat dabei zwei Méglichkeiten, niimlich die Messungen 
entweder im Vakuum oder in einer indifferenten Gasatmosphire 
auszufithren. Das Evakuieren ist nicht zweckmiBig, denn erstens 
treten Konzentrationsiinderungen ein, besonders an Acetaldehyd, 
zweitens entsteht in der Lésung leicht eine Triibung. Wir haben 
daher die zweite Methode benutzt und als indifferentes Gas 
Wasserstoff verwendet. Bei langerem Durchleiten entsteht eben- 
falls eine Triibung. Die Reaktionsmischung, die aus 0,3 ccm Co- 
Zymase (1 mg/ccm), 1 ccm Flavinenzym (0,12 g/ccm, val. S. 262), 
Zcem 16,5°/,igem Alkohol und 0,2 ccm Apodehydrase bestand, 
wurde daher fertiggestellt bis auf eine Komponente (Dehydrase), 
Wasserstoff 1/, Stunde durchgeleitet, die Lésung klar filtriert und 
erst danach die Reaktion mit der fehlenden Komponente ein- 
geleitet. Die Anordnung, die verwendet wurde, um die Kiivette 


1) H.y. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 (1934). 
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mit Wasserstoff gefiillt zu halten, geht aus Fig. 9 hervor. Wasser. 
stoff wurde durch das enge Ansatzrohr in das weitere Rohr cip. 
geleitet und durch die Kapillare in die Kiivette eingefiihrt. |) 
das weite Rohr konnte eine Pipette, mit Wasserstoff umspiilt, 

mit der Lésung einer Komponente eingefiihr 


\ | werden, Die filtrierte Lésung wurde in die 
(~~ Kiivette gefiillt und Wasserstoff nur sehr kur; 
yo oL if durchgeleitet. Die Kapillare wurde dann etwas 
elie iiber die Oberfliche der Fliissigkeit gehoben, 


Nach Ablesen der Extinktion bei 460 my fiir das 
Flavinenzym wurden 0,2 com Dehydrase zugesetzt 
und die Extinktion zeitlich verfolgt. (Fig. 10) 
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In 15 Minuten nahm die Extinktion auf einen Mindestwert a) 
und blieb in den folgenden 5 Minuten konstant. Dabei war alles 
Flavinenzym hydriert. Jetzt wurde 0,1 ccm einer molaren Lisung 
von Acetaldehyd zugesetzt. Dabei stieg die Extinktion wieder in 
20 Minuten bis zu einem Grenzwert «. Der Wasserstofistrom wurde 
jetzt abgestellt, die Lisung mit Luft geschiittelt und die Extink- 
tion ¢, abgelesen. Nachher wurde ein wenig Hydrosulfitlésung 
zugesetzt und die Extinktion «, gemessen. Die Differenz ¢-é, 
entsprach dem totalen Gehalt an Flavinenzym. Die Erreichung 
des eben genannten Grenzwertes ¢ weist darauf hin, da ein 
Gleichgewicht besteht. Die Differenz e-e, ist proportional der 
Flavinenzymkonzentration, die Differenz¢—e proportional dem im 
Gleichgewicht noch vorhandenen Leukoflavinenzym. Somit ist 


ee oe 
FH, &—é 

Wahlt man die Alkoholkonzentration groB, so muB man auch 

die Aldehydkonzentration ziemlich groB wahlen. Man entgebt 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XII. 961 


dadurch auch der Fehlerquelle der Bildung von Acetaldehyd bei 
der Dehydrierungsreaktion. Bei der gewihlten Konzentration von 
Alkohol und Aldehyd ist diese Aldehydbildung um mehrere Gréfen- 
ordnungen kleiner. 


In dem Versuch zu Fig. 10 war die Alkoholkonzen- 
tration 1,55 Mol/Liter, die Aldehydkonzentration 0,0275, somit 
Alkohol/Aldehyd = 56,5. Das Verhiltnis F/FH, war 2,8; folglich 
war K,K, = 160. Wird fiir K, der 8.248 gefundene Wert 0,73. 104 


feingesetzt, so erhilt man K, = 2,2-10~%, Die Umkehrbarkeit 


der Gleichung [IIa (S. 258) und damit die Méglichkeit des durch 
die Gleichungen IIJ—IV in Schema D wiedergegebenen Reaktions- 
verlaufs ist somit erwiesen. 


IV. Das System der Triosephosphorsduredehydrierung. 


In den voranstehend wiedergegebenen Reaktionsschemen ist 
liir die Dehydrierung der Triosephosphorsiiure zu Phosphoglycerin- 
siure eine Dehydrase eingesetzt, welche Co-Zymase als wirksame 
Gruppe enthilt. Diese Formulierung stiitzt sich auf die Versuche, 
die wir tiber die Dehydrierung von Glycerinaldehydphosphorsiure 
sowie Dioxyacetonphosphorsiure durch Hefeenzym ausgefiihrt 


| haben. 


Die zwei wichtigsten Fragen waren hierbei: 1. Ist an der 
Triosephasphatdehydrierung Co-Zymase beteiligt? 2. Ist die Apo- 
iehydrase der ‘Triosephosphatdehydrierung identisch mit der 
Alkohol—A podehydrase oder gibt es zwei spezifische Apodehydrasen 
ir. die beiden Substrate? Die erste Frage wurde eindeutig ent- 
schieden, die zweite konnte dahingehend beantwortet werden, daB 
zwel verschiedene Apodehydrasen anzunehmen sind. Dieses Er- 
gebnis ist, wie oben ausgefiihrt, fiir die Klirung des Dismutations- 
vorganges von prinzipieller Bedeutung. 


1. Die Triosephosphorsiuredehydrierung 
ist Co-Zymase-spezifisch. 

Beziiglich der Glycerinaldehydphosphorsiiure haben Kuler 
und Adler!!*) bereits kurz mitgeteilt, daB in Priparaten aus 
Trockenhefeextrakt eine Dehydrase enthalten ist, welche nach 
Ergiingung durch Co-Zymase (die frei ist von Co-Dehydrase II) 


''*) H. v. Euler u. E. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, 
Nr. 16 (1936). 
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Glycerinaldehydphosphorsiure im Methylenblauversuch dehydriert, 
Zusatz von Flavinenzym (d.h. Erhéhung der im Dehydrase. 
priparat bereits enthaltenen Flavinenzymmenge) verkiirzte dic 
Entfirbungszeit. 

EKbenso wird Dioxyacetonphosphorsiure durch Hefeenzyy 
unter Mitwirkung von Co-Zymase dehydriert, wie sich im Methylen. 
blauversuch zeigen liBt. Die Mitwirkung von Flavinenzym als 
Wasserstoffiibertriger zwischen der reduzierten Co-Zymase uni 
dem Methylenblau konnte auch bei dieser Dehydrierungsreaktion 
nachgewiesen werden. 


Enzympriparate und Substrate. Die Triosephosphat- und Hexose. 
diphosphatdehydrierung wurden studiert sowohl mit Enzympriiparaten, die 
aus Trockenhefe-Macerationssaft, wie aus Autolysesaft von frischer Ober. 
bzw. Unterhefe dargestellt waren. Aus dem Macerationssaft (Lebedewsaft 
wurden Trockenpriiparate durch Fillung mit Aceton gewonnen nach der 
friiher angegebenen Methode'’), wobei wir an die erste Acetonfiillung eine 
zweite mit dem gleichen Volumen Aceton anschlieBen. Die beiden so er. 
haltenen Fraktionen der Trockenpriiparate aus Lebedewsaft sind im folgen- 
den mit LI und LII bezeichnet. LII enthiilt stets gréBere Dehydrasemengen 
und viel Flavinenzym; LI ist zwar weniger aktiv, enthilt jedoch fast immer 
suboptimale Flavinenzymmengen, so dab es zum Nachweis der Beteiligung 
von Flayinenzym am Reaktionssystem geeignet ist. — Autolysate aus Ober- 
hefe R*) bzw. gewaschener und abgepreBter Branereiunterhefe (Hamburger 
Bryggeriet, Stockholm) stellen wir durch 20stiindiges Schiitteln der Hefe 
mit '/, Gewichtsteil Essigester her unter gelegentlichem Neutralisieren mit 
Ammoniak. Der zentrifugierte und filtrierte Saft wird 2 mal nacheinander 
mit °/, seines Volumens Aceton bei 0° gefillt; beide Fiallungen werden ab- 
zentrifugiert, mit Aceton gewaschen, abgesaugt und mit Aceton-Ather ge- 
trocknet. Die Fraktionen aus Oberhefe-Autolysat werden im folgenden 
mit OI und OII, die aus Unterhefe—Autolysat mit UI und UII bezeichnet. 

Flavinenzym wird nach den Angaben von Warburg und Christian" 
dargestellt und nach der Chloroformmethode gereinigt. 

Co-Zymase aus Hefe ist iiber die Cuprosalzmethode’‘), gelegentlich, 
wenn besonders darauf verwiesen, zur Abtrennung der letzten Reste von 
Co-Dehydrase II durch Adsorptionsanalyse gereinigt'). 

Hexosediphosphorsiiure-Calciumsalz, das wir dem Entgegenkommen 
von Herrn Prof. Hérlein (I. G. Farbenindustrie) verdanken, wurde mit be- 
rechneter Menge Natriumoxalat umgesetzt. — Dioxyacetonphosphor- 
siure wurde dargestellt aus Hexosediphosphat nach der enzymatischen 
Methode von Meyerhof und Lohmann"), Das aus der Ca-Bisulfitver 
bindung bei Bedarf hergestellte Bariumsalz wurde mit Na,SO, umgesetzt: 


12) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 u. zwar 205 (1934). 
*) Herrn Obering. H. Brahmer, Stockholms Norra Jiistfabrik, sei auch 
hier fiir die Uberlassung gréBerer Hefemengen bestens gedankt. 
18) Biochem. Z. 266, 377 (1933). 
'4) Biochem. Z. 273, 415 (1934). 
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die Losung war etwa 0,1 m in bezug auf Dioxyacetonphosphorsiure. Die 
Analyse der Lésungen ergab bei verschiedenen Priparaten einen durch- 
schnittlichen Gehalt von 85-—-90°/, an ,,alkaliverseifbarem“ Phosphor, be- 
zogen auf Gesamtphosphor. 


Tabelle 5. 


Dehydraselésung. 0,3 g LIT in 10 cem Wasser, von Ungeléstem ab- 
zentrifugiert. — Flavinenzym 0,3 g in 10 cem Wasser. — Co-Zymase, 
ACo = 400000, frei von Co-Dehydrase II, 1 cem = 400 Co. — Co-De- 
hydrase II aus Hefe, KH,PO,-Eluat eines Aluminiumoxydadsorbates aus 
Cuprosalz—Mutterlauge (vgl. Anm. ') und zwar S. 255}. — 0,5 mol. Phos- 
phatpuffer py = 7,0. — 0,1 mol. Dioxyacetonphosphorsdure als Sub- 
strat. Jeder Ansatz enthilt 0,5 cem Methylenblau 1:5000. — Thunberg- 

methodik. Versuchstemperatur 30°. 








Dioxy- | po. | Fiavin- |) Ent- 
x aceton- h Co-Zymase wanted Puffer | Wasser | fairbungs- 
Nr. phosph. | bydrase enzym aeit 

cem ecm eem ccm ecm ecm Min. 
_ 0,25 0,25 0,20 | 0,25 | 0,45 > 150 
2 | 0,25 nts 0,25 0,20 | 0,25 | 0/45 147 
3 | 0,25 | 0,25*) 0,25 0,20 | 0,25 | 0,20 > 150 
4] 0,25 | 0,25 0,25 020 | 025 | 0,20 5 
5 | 0,25 | 0,25 =~ 020 | 025 | 045 140 

Yo-Dehydr. II 

6 | 0,25 | 0,25 0,25 0,20 | 0,25 | 0,20 120 























*) Hitze-inaktiviert. 


Zum Zustandekommen der Methylenblauentfirbung bei 
Gegenwart von Dioxyacetonphosphorsiure ist also das Zusammen- 
wirken von intakter Dehydrase und Co-Zymase (und Flavin- 
enzym) notwendig. Co-Dehydrase II, in einer Menge, die véllig 
ausrelchend war, um einen Standardversuch der Robisonester- 
dehydrierung!5) optimal zu aktivieren, ist bei der Dioxyaceton- 
phosphorsiuredehydrierung wirkungslos. DaB es sich tatsichlich 
um eine enzymatische Reaktion, und nicht etwa um eine direkte 
Reaktion zwischen Dioxyacetonphosphorsiiure und Methylenblau 
handelt, ist aus den Kontrollversuchen 1—3 zu entnehmen. 

Die Beteiligung von Flavinenzym am Dehydrierungssystem 
konnte bei Verwendung eines flavinenzymarmen Dehydrasepriipa- 
rates gezeigt werden. In Tab. 6 ist die Aktivierung durch Flavin- 
enzym dargestellt im Vergleich zu dem analogen Verhalten der 
Alkoholdehydrierung durch das gleiche Enzympriiparat. 


5) Uber die Zusammensetzung des Testversuchs fiir die Wirksamkeit 
der Co-Dehydrase II ygl. ') u. zwar S. 256. 
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Tabelle 6. 


Dehydraselésung. 0,3g LI in 10cem Wasser. — Alle iibrigen Zusiitze, 
sowie die Zusammensetzung der Versuchsmischung wie in Tab. 5, Versuch 4. 





AS iaiasieeinesinenranannbeapastairaaas a 














; : Mav} Ent- 
Nr. Substrat siesta dees firbungszeit 

— Min. 

1 Alkohol — 59 

2 se 0,20 29 

3 - 0,20 (erhitzt) 59 

4 Dioxyacetonphosphorsiiure —— 58 

5 a 0,20 23,5 

6 0 0,20 (erhitzt) 58 


Das System der Dioxyacetonphosphorsiure-dehydrierung ist 
also offenbar ganz analog dem der Alkoholdehydrierung: eine 
Apodehydrase zusammen mit Co-Zymase bewirkt die Dehydrierung 
des Substrates unter Bildung von reduzierter Co-Zymase, Flavin- 
enzym ibertragt den Wasserstoff von der reduzierten Co-Zymase 
auf das Methylenblau. Diese Aussage gilt sicher fiir die Priiparate 
aus Unterhefe. [Bei Verwendung von Dehydrasepriiparaten aus 
Oberhefeautolysat sind uns gelegentlich etwas andere Verhiiltnisse 
begegnet; es schien hier neben der Co-Zymase noch ein weiterer 
Aktivator (vielleicht eine SH-Verbindung) notwendig zu sein, der 
in unreinen Co-Zymasepriparaten enthalten war?"). Wir hoffen, 
auf diese Erscheinung spiiter zuriickzukommen.] DaB bei den 
Dehydrasepriiparaten aus Lebedewsaft neben der Co-Zymase kein 
weiterer niedermolekularer Bestandteil erforderlich ist, geht daraus 
hervor, daB auch nach 16 stiindiger Dialyse der Dehydraselésung 
aus Kollodiumhiilse gegen flieBendes Wasser die Aktivitit erhalten 
blieb bzw. sich nur im selben Mae (um 10—20°/,) verminderte, 
wie die Aktivitaét derselben Lésung gegeniiber Alkohol als Substrat. 
Kaliumcyanid (Gesamtkonzentration 0,04 m) hemmt die Dioxy- 
acetonphosphorsaure-dehydrierung um etwa 50°/,, was am ein- 
fachsten durch die Blockierung des Substrates unter Bildung einer 
Cyanhydrinverbindung erklirt werden kann. 

Den Reaktionsverlauf bei der Dehydrierung der Dioxy- 
acetonphosphorsiure unter den von uns gewahlten Bedingungen 
haben wir noch nicht priaparativ untersucht. DaB aber der an- 
genommene einfache Reaktionsweg Dioxyacetonphosphorsiure 
+ H,O — 2H = Phosphoglycerinsiure tatsichlich zutrifft, wird aus 
folgenden Griinden wahrscheinlich: wenn die Lésung der Dioxy- 
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acetonphosphorsaure 30 Minuten mit n-KOH bei Zimmertemperatur 
pehandelt [alkalische Verseifung, vgl. '*)] und wieder neutralisiert 


wird, so ist ihr Vermégen als Wasserstoffdonator zu wirken, 


verschwunden; d.h. die Reaktion kann nicht iiber Milchsiure 
verlaufen. In Ubereinstimmung damit ist auch Milchsiure selbst 
gegeniiber den angewandten Dehydrasepriparaten ein sehr 
schlechter Donator. Dioxyaceton in der gleichen molaren Konzen- 
tration wie sein Phosphorsiureester bewirkt eine 8—10 mal lingere 
Entfiirbungszeit als der letztere. Auch das spricht gegen eine 
intermediire Phosphatabspaltung bei der Dehydrierungsreaktion. 
Kine weitere wesentliche Stiitze dafiir, daB Phosphoglycerinsiure 
das Hauptreaktionsprodukt ist, stellt nun die unten beschriebene 
Tatsache dar, daB Phosphoglycerinsiure die Bildung der reduzierten 
(o-Zymase bei der ersten Phase der Dehydrierungsreaktion 
zuriickdringt. 

Um die Wirkung der Co-Zymase als Co-Dehydrase der Dioxy- 
acetonphosphorsiure-dehydrierung weiterhin zu stiitzen, wurde die 
Bildung der reduzierten Co-Zymase im System Dioxyaceton- 
phosphorsiure + Apodehydrase + Co-Zymase auch spektrophoto- 
metrisch verfolgt. 


2, Spektroskopischer Nachweis der Co-Zymasefunktion 
bei der Triosephosphorsiure-dehydrierung 
und deren Umkehrbarkeit. 
0,1 ccm 0,1 m-Dioxyacetonphosphorsiure (Na-Salz), 0,2 ccm 
(o-Zymase (Img/ccm), 0,3 com Phosphatpuffer p,, = 7,6 und 0,6 ccm 
Wasser wurden in einer offenen Kiivette gemischt, die Extinktion 
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03 <— Zusatz von 


\ Phospho- 
‘\ glycerinsiiure 
02 - rd , -— 


07+ = 4 
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+. 

r 1 j } 1 rn i —_ 
40 80 720 760 = Min. 
Fig. 11. Triosephosphorséure-dehydrierung. 
Reduktion der Co-Zymase und Umkehrbarkeit. 








afi, 





gemessen und darauf 0,1 ccm Dehydraselésung zugesetzt. Die 
Extinktion stieg in 20 Minuten zu einem Maximum und fiel dann 
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allmihlich wieder auf den Anfangswert zuriick, Es war deutlich, 
da8 Spuren von Flavinenzym in der Dehydrase zusammen mij 
dem Luftsauerstoff die hydrierte Co-Zymase vernichteten. Der 
Versuch wurde daher anaerob ausgefiihrt. Mit dem gleichey 
Ansatz wurden die Messungen unter Wasserstoff ausgefiihrt, wobe; 
die Dihydro-Co-Zymasebildung einem Grenzwert zustrebte. Wurde 
jetzt 0,1 com 0,1 m-Phosphoglycerinsiure (als Na-Salz) zugesetzt, 
so ging die Konzentration der Dihydro-Co-Zymase stark zuriick, 
Auch diese Reaktion ist also umkehrbar (Fig. 11). Die Gleich- 
gewichtskonstante liegt bei dieser Reaktion bei K = 2,4-102, also 
etwa 30fach niedriger als bei der Alkoholdehydrierung. Dies 
erklart den Riickgang im aeroben Versuch, denn bei gleichen 
Bedingungen hinsichtlich der Substratkonzentration bei der Alkohol- 
bzw. Triosephosphatdehydrierung ist im letzteren Falle das Ver- 
haltnis F/FH, 30fach kleiner als im ersteren und die oxydative 
Wirkung des Luftsauerstoffs entsprechend stirker. AuBerdem war 
die Triosephosphatkonzentration sehr klein, wodurch der gribte 
Teil in kurzer Zeit dehydriert wurde. Ein kleiner Riickgang macht 
sich auch bei der Alkoholdehydrierung bemerkbar, wenn die Alkohol- 
konzentration in der Reaktionsmischung sehr klein ist. 


3. Zur Frage der Spezifitat 
der Dioxyacetonphosphorsiure-Apodehydrase, 


a) Beziehung zur ,,Hexosediphosphat-Dehydrierung®. 


Nach den Untersuchungen von Meyerhof und Lohmann’ 
ist auch in Hefe die Zymohexase enthalten, welche die Gleich- 
gewichtsreaktion Hexosediphosphorsiiure = 2 Dioxyacetonphosphor- 
siure katalysiert. Wenn in unseren Knzympriparaten Zymohexase 
enthalten war, so muBte mit der EKinstellung dieses Gleichgewichtes 
von der zugesetzten Dioxyacetonphosphorsiure aus gerechnet 
werden. Ks war deshalb die Frage zu untersuchen, ob etwa 
nicht die Triosephosphorsiure selbst, sondern die aus ihr ge- 
bildete Hexosediphosphorsiure als Wasserstoffdonator fungiert. 
Tatsichlich ist Hexosediphosphorsiure gegeniiber den Dehydrase- 
priparaten aus Lebedewsaft meist ein guter Wasserstof{donator, 
und, wie in zahlreichen Versuchen gepriift worden ist, geht in 
verschiedenen Priparaten die durch Hexosediphosphorsiure be- 
wirkte Entfarbungszeit nicht proportional der durch Alkohol 
bewirkten. Auf der anderen Seite zeigt sich, daB  solche 
Priparate, welche Hexosediphosphorsiure ,,dehydrieren“, auch 
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| Dioxyacetonphosphorsiure angreifen; weiterhin konnten aber De- 
| hydrasepriiparate dargestellt werden, welche wohl Triosephosphor- 
| siure, nicht aber Hexosediphosphorsaiure als Donator verwerten 


kinnen. Diese Ergebnisse sind am einfachsten zu deuten durch 
die Annahme, daB eine Methylenblau-Entfirbung durch Hexose- 
diphosphorsaure als Substrat nur dann zustande kommt, wenn 


'das System gleichzeitig Zymohexase und Triosephosphorsiure- 
| dehydrase enthalt. Die Hexosediphosphorsiure wiirde danach 
' nicht selbst dehydriert werden, sondern die mit ihr im Gleich- 
_ gewicht stehende ‘Triosephosphorsiure. 


Wir haben zur Stiitzung dieser Auffassung in einer Reihe 


' yon Priparaten einerseits den Gehalt an Zymohexase angenihert 


bestimmt und andererseits die Aktivitiit gegeniiber Hexose- 
diphosphorsiiure im Methylenblauversuch gemessen. Hierbei 
zeigte sich, da tatsichlich Zymohexasegehalt und Aktivitit 
gegeniiber Hexosediphosphorsiure parallel gehen. Der Gehalt an 


| Zymohexase wurde in Anlehnung an die vereinfachte Versuchs- 


anordnung von Schaffner, Bauer und Ber1?*) durch Bestimmung 
des gebildeten alkaliverseifbaren Phosphats geschiatzt. Die Phos- 
phatanalysen erfolgten nach 30 bzw. 120 Minuten Reaktionszeit, 
und wir begniigten uns damit, festzustellen, ob nach Ablauf dieser 
Versuchszeiten das Gleichgewicht erreicht war oder nicht. In 
der folgenden Tabelle geben wir die Versuchsergebnisse fiir einige 
Priparate wieder. Die Ausfiihrung dieser Versuche verdanken 
wir Herrn Stig Kyrning. 

Die Dehydrasepriiparate sind verschiedene Fraktionen aus ver- 
schiedenen Ausgangsquellen, wie aus ihrer Bezeichnung zu entnehmen ist 
(vgl. S. 262). 0,5 g Dehydrasepriparat wurden in 10 ccm Wasser auf- 
genommen, von Ungeléstem abzentrifugiert und die Lésung etwa 16 Stunden 
aus Cellophanhiilsen gegen flieBendes Wasser dialysiert. Versuchsansatz: 
3cem einer Mischung aus 5 ccm Hexosediphosphat und 5 ccm Natrium- 
bicarbonat, entsprechend 5 mg P, + 3 cem Enzymliésung. Phosphatanalysen 
(direkt bestimmbarer und alkaliverseifbarer P) nach 0, 30 und 120 Minuten. 
Der Zymohexasegehalt ist durch die Angabe gekennzeichnet, ob das Gleich- 
gewicht nach 30, 120 oder > 120 Minuten erreicht war. Zum Vergleich 
dazu sind die Dehydraseaktivititen der Liésungen gegeniiber Alkohol und 
Hexosediphosphat im Methylenblauversuch (als Entfirbungszeit) angegeben. 
Zusammensetzung der Dehydrierungsversuche wie gewéhnlich. 

Ohne Zymohexase findet also offenbar keine Dehydrierung 
es Hexosediphosphats statt, d.h. die Dehydrierung verliuft 


hichstwahrscheinlich iiber Triosephosphorsiure. Dadurch wird es 


*) Diese Z. 232, 213 (1935). 
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Tabelle 7. 





SS oro =~ ce 

















Gleichgewicht Entfirbungszeit mit 
Nr. Enzympriparat erreicht Hdiph. | Alkoho! 

nach Minuten Min. | Min. 

cr Sea era Seca aanaaan arias SS 

1 LII 30 22 3 

2 OI 120 22 | 6 

3 UI 120 29 | 8 

4 LII > 120 38 | F 

5 OI > 120 49 | 5 

6 Ol S 120 > 180 | 6 











auch auBerst unwahrscheinlich, daB an der Dehydrierung de 
Dioxyacetonphosphorsiure die Zymohexase einen Anteil hat, bzy, 
daB sie iiber Hexosediphosphorsiiure verlaiuft. Dementsprechend 
findet man auch Priparate, die bei mangelndem Vermigen, 
Hexosediphosphorsiure als Donator zu verwerten, dennoch Li. 
oxyacetonphosphorsiure dehydrieren. In Tab. 8 ist das Verhalten 
eines solchen Priiparates aus Unterhefeautolysat gegeniiber Hexose- 
diphosphorsiure, Dioxyacetonphosphorsiure und Alkohol dar- 


gestellt. 

Tabelle 8. 

Dehydraselésung. 0,3 g UIL in 10 cem Wasser, 16 Stunden in Cello- 

phanhiilse gegen flieBendes Wasser dialysiert. Alle iibrigen Zusiitze, sowie 
Zusammensetzung der Ansiitze wie in Tab. 5. 

















Nr. Substrat i 
410. 
1 —_ > 360 
2 Alkohol 7 
3 Hexosediphosphat > 180 
4 Dioxyacetonphosphat 32 


b) Dioxyacetonphosphorsiiure- und Alkohol-Apodehydrase. 


Wie S. 254—256 ausgefiihrt, ist es fiir die Kenntnis des 
enzymatischen Mechanismus der Oxydoreduktion von besonderem 
Interesse, ob die Dehydrase, welche Dioxyacetonphosphorsiure 
angreift, identisch ist mit der Alkoholdehydrase oder nicht. Line 
endgiiltige Entscheidung dieser Frage hat ganz neuerdings die 
priiparative Bearbeitung (Reinigung, Trennungsversuche) der Enzym- 
gemische erbracht. Durch fraktionierte Umfillung von rohen 
Enzympriparaten gelangten wir mit Herrn Stig Kyrning 2 
Apodehydraselésungen, die nach Ergiinzung durch Co-Zymase und 
Flavinenzym nur noch Alkohol, nicht aber Dioxyacetonphosphor- 
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siure dehydrierten, MHieriiber wird demnichst berichtet. Zur 
Orientierung dienten bisher Beobachtungen iiber das Verhiltnis 
der Aktivitat verschiedener Enzympriiparate gegeniiber den beiden 
Substraten, Versuche iiber Thermostabilitiit und p,,-Stabilitit, sowie 
iiber die p,,-Abhingigkeit der beiden Wirkungen. Schon diese 
Versuche lieferten gewisse Anzeichen dafiir, daB es sich um zwei 
wohl sehr nahe verwandte, aber immerhin voneinander verschiedene 
Apodehydrasen handelt. Es seien hier nur die Ergebnisse der 
Versuche iiber die p,,-Abhiingigkeit der Alkohol- und der Dioxy- 
acetonphosphorsiiure-Dehydrierung im Thunbergversuch wieder- 
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Fig. 12. py-Aktivitaétskurven. 


seseben (vgl. Fig. 12). Das Wirkungsoptimum fiir beide Dehydrie- 
rungsvorginge legt im alkalischen Gebiet. Ks ist bei p, = 8 
noch nicht erreicht und diirfte zwischen p, = 8 und 9 liegen. 
Die Versuchswerte in diesem p,-Bereich sind jedoch unsicher, 
weil die Enzyme bzw. auch die Dioxyacetonphosphorsiure hier 
nicht mehr stabil sind. Nun zeigte sich in mehreren Versuchen 
iibereinstimmend, daB die p,-Kurve der Alkoholdehydrierung mit 
fallendem p,, wesentlich rascher abfillt als die der Dioxyaceton- 
phosphorsiiure-Dehydrierung. So besitzt die Alkoholdehydrase 
beim Optimum der zellfreien Giirung (p,, = 6,4) nur noch etwa 
10°/, ihrer optimalen Wirksamkeit, wihrend die Triosephos- 
phatdehydrierung bei diesem p,, erst auf 60—90°/, des opti- 
malen Wertes abgesunken ist. Ob sich aus dem verschiedenen Ver- 
lauf der p,-Kurven eine Verschiedenheit der Trigerkomponenten 
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ableiten laBt, mége dahingestellt bleiben. Der Unterschied kénnte 
auch durch die Substrate selbst bzw. durch die Verbindungen de; 
Substrate mit ein und demselben Triiger bedingt sein. Von Inter. 
esse ist aber, daB die Triosephosphatdehydrierung im Bereich 
des Girungsoptimums vergleichsweise viel intensiver verliuft als 
die Alkoholdehydrierung. Diese T'atsache liBt es als durchans 
moglich erscheinen, daB die von uns studierte Triosephosphat- 
dehydrase in das Oxydoreduktionssystem der alkoholischen Girung 
eingeht. | 


Zusammenfassung. 


1) a) In einem System, welches Alkohol, die fiir Alkohol 
spezifische Apodehydrase sowie Co-Zymase enthilt, wird Co- 
Zymase (= Wirkungsgruppe der Holodehydrase) hydriert, und 
eine iiquivalente Menge Alkohol zu Aldehyd dehydriert. Die 
gebildete Dihydro-Co-Zymase ist gegeniiber der Co-Zymase durch 
eine neue Absorptionsbande bei 340 mu gekennzeichnet. 

b) Die reduzierte Co-Zymase ist bei p,, = 7,6 nicht autoxy- 
dabel, wird aber durch Flavinenzym reoxydiert. 

c) Die reduzierte Co-Zymase ist stabil im alkalischen und 
schwach sauren Gebiet; die charakteristische Bande verschwindet 
jedoch rasch bei p,, = 3. Die reduzierte Co-Zymase verhiilt sich 
also in den untersuchten Kigenschaften wie das reduzierte (o- 
Ferment der Robisonester-Dehydrierung (Co-Dehydrase 11) yon 
Warburg und Christian®). 

2)a) Der Grundvorgang: Alkohol + Holodehydrase = Aldehyd-+ 
reduzierte Holodehydrase ist umkehrbar. 

b) Die Gleichgewichtskonstante zeigt an, daB das Gleich- 
gewicht stark nach links verschoben liegt. 

c) Die Gleichgewichtskonstante wird gréBer mit fallendem p,. 
Dies beruht darauf, daB die Geschwindigkeitskonstante der 
Aldehyd-hydrierung mit fallendem p,, gréBer, die der Alkohol- 
dehydrierung aber kleiner wird. 

3) Die Spezifitit der beiden Co-Dehydrasen (Co-Zymase und 
Co-Dehydrase II) gegeniiber den Apodehydrasen (Alkohol- baw. 
Robisonester-Apodehydrase) wird durch spektrophotometrische 
Untersuchung erneut gepriift. 

4) Die Bedeutung der Alkoholdehydrase fiir die alkoholische 
Girung wird auf Grund der unter 2) zusammengefaBten Befunde 
erértert. Es wird der Schlu8 gezogen, daB die Alkoholdehydrase 
im Girungssystem als Acetaldehyd-hydrierendes Enzym fungiert. 
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5) Der enzymatische Mechanismus des Oxydoreduktions- 
yorganges bei der alkoholischen Girung wird diskutiert 

a) unter der Annahme, daB die ,,Alkoholdehydrase* nicht nur 
die Hydrierung des Acetaldehyds, sondern auch die Dehydrierung 
des Wasserstoffdonators vollzieht, 

b) unter der Annahme, daB zwei verschiedene Apodehydrasen 
wirksam sind, 

c) unter der Annahme, daf auferdem Flavinenzym ein- 


geschaltet ist. Kine experimentelle Stiitze fiir c) wird erblickt in 


dem Beweis der Umkehrbarkeit der Reaktion zwischen reduzierter 
Alkoholdehydrase und Flavinenzym. 
6) Dioxyacetonphosphorsiure wird durch eine isolierte Hefe- 


dehydrase im spezifischen Zusammenwirken mit Co-Zymase 


dehydriert. Der Nachweis erfolgt im Methylenblauversuch so- 
wie durch spektrophotometrische Beobachtung der Bildung von 
reduzierter Co-Zymase. Da mit groBer Wahrscheinlichkeit der 
eigentliche Wasserstoffdonator bei der Oxydoreduktion im Girungs- 


'ablauf eine Triosephosphorsiure ist, darf nach diesen Versuchen 


die Funktion der Co-Zymase bei der alkoholischen Girung als 
geklirt betrachtet werden. Sie wird als wirksame Gruppe der 
Triosephosphorsaéure-Dehydrase mit Wasserstoff beladen und iiber- 
trigt diesen Wasserstoff als wirksame Gruppe der ,,Alkohol- 
dehydrase“ auf Acetaldehyd. 


Nachtrag bei der Korrektur zu S. 244: Nach der Absendung des 
Manuskripts zur vorliegenden Arbeit fanden wir, daB die Hydrosulfitreduktion 
der Co-Zymase ganz anders verliuft, wenn sie bei py > 8, am besten in 
0,01 n—0,1 n-NaOH durchgefihrt wird. Die Lésung nimmt unmittelbar 
nach Zusammenbringen der Co-Zymase und der alkalischen Hydrosulfitlésung 
citronengelbe Farbe an, und das gelbe Reduktionsprodukt zeigt folgende 


| charakteristische Eigenschaften: Der gelben Farbe entspricht eine Absorptions- 
| bande mit dem Maximum bei 360 mu; die Hohe der Bande ist etwa die gleiche 


wie die der Bande der farblosen Dihydro-Co-Zymase (Max. 340 mu), die 
durch enzymatische oder durch Hydrosulfit-Reduktion im Bicarbonatmedium 
entsteht. Beim Abstumpfen der gelben alkalischen Liésung verschwinden 
in der Nahe des Neutralpunktes die gelbe Farbe und die Absorptionsbande. 
Im enzymatischen Versuch (Apo-Zymase-Girtest und Dehydraseversuch) er- 
weist sich die alkalisch reduzierte (gelbe) und wieder auf Bicarbonatreaktion 
abgestumpfte (farblose) Lésung als voll funktionstiichtig; die Reduktion ist 
also reversibel. Wird die gelbe Lisung kongosauer gemacht und wieder 
neutralisiert, so findet man ebenfalls volle Wirksamkeit wieder; zum Unter- 
schied hiervon erleidet die farblose Dihydro-Co-Zymase einen Wirksamkeits- 
verlust beim Ansiuern. Wahrscheinlich wird beim Ansiiuern der gelben 
Lisung Co-Zymase in der normalen oxydierten Form zuriickgebildet. Dies 
veruht méglicherweise darauf, daB bei einem gewissen py eine Reoxydation 
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der gelben Stufe durch das in der Lésung vorhandene Sulfit — unter gleich. 
zeitiger Reduktion desselben zu Hydrosulfit — stattfindet; hierfiir sprechen 
spektroskopische Beobachtungen. Die Entfirbung der gelben Lésung beim 
Neutralisieren beruht nicht auf einem Ubergang in die farblose Dihydro. 
Co-Zymase; ebensowenig findet beim Alkalisieren einer Lésung der letzteren 
ein Ubergang in die gelbe Stufe statt. — In 0,1 n-NaOH ist die gelbe Stufe 
in der Kilte viel stabiler als die normale oxydierte Co-Zymase, beim Er. 
hitzen findet sehr rasch Inaktivierung statt. Dagegen wird die farblose 


Dibydro-Co-Zymase selbst beim '/, stiindigen Erhitzen in 0,1 n-NaOH auf 


100° nicht geschidigt. Die gelbe Lisung reduziert Methylenblau, farblose 
Dihydro-Co-Zymase tut dies bekanntlich nicht. Ferner reduziert die alka- 
lische gelbe Lésung AgNO, augenblicklich; Co-Zymase und farblose Dihydro- 
Co-Zymase tun dies nur sehr Jangsam, auch bei alkalischer Reaktion. Ein 
gelbes Reduktionsprodukt entsteht aus Co-Zymase auch bei der Einwirkung 
von Zinkstaub in eiskalter 1 n-NaOH-Lésung. Auf Grund der Tatsache, 
da8 weder Adenin noch Adenylsiiure oder Ribosephosphorsiiure bei alka- 
lischer Hydrosulfitbehandlung gelbe Reduktionsprodukte liefern, und aus 
anderen, spiter darzulegenden Erwiigungen heraus ist der Schlu8 erlaubt, 
daB auch die Reduktion zur gelben Stufe sich an der Nicotinsiureamid- 
gruppe vollzieht. Nicotinsiureamid selbst zeigt allerdings die Erscheinung 
ebenfalls nicht, die Bildung der gelben Stufe mu8 also durch den Bindungs- 
zustand der Nicotinsiureamid gebenden Gruppe im Co-Zymasemolekiil bedingt 
sein. Einzelheiten werden demniichst ausfiihrlich mitgeteilt werden. 
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Untersuchungen iiber den enzymatischen Abbau der Starke. 
Von 


Jakob Blom, Agnete Bak und Ben Braae. 


(Aus dem Laboratorium der Brauerei Tuborg, Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1936.) 


Die groBe Anzahl von Arbeiten, die iiber den enzymatischen 
Abbau der Stirke erschienen sind, zeigt, daB dieses Problem von 


| jeher groBes Interesse gehabt hat. Die Bedeutung der Unter- 


suchungen liegt darin, daB sie sowohl zur Liésung des Enzym- 
problems als auch zur Aufklarung des Konstitutionsproblems der 
Stirke beitragen. 

Ks ist schon lange bekannt, daB beim Abbau der Starke 
durch Amylasen Hemmungszonen oder Abbaugrenzen auftreten. 
Wie die folgende Zusammenstellung einiger Zitate zeigt, besteht 
aber tiber die Lage der Grenzen eine nicht ganz einheitliche 


| Auffassung: 

Hemmungszone der a-Amylase. Abbaugrenze 

Polak, Tychowski’) . etwa 34 °/, der «+ f-Amylasen. 
Klinkenberg*). . . . etwa 36 Brown, Heron’)... . . 80,0 %/, 
Syniewski™) ... . etwa 31 Ling, Nanji)...... 80,8 
Abbaugrenze der #-Amylase. es e 7 
Baker} ...... . 60—65%, cig lalla ge 
Sjoberg’). 2. 2... 59—61 eT ok 2 
Ling, Manji). ...... 67 ney Sap). « TOE 
Oymieweni. . 2 2. 2 ee 65 

Polak, Tychowski') . . . . 66 

Klinkenberg?). . . . . . . 64 


Hopkins, Cope, Green’) 64—65 
Die vorliegende Arbeit ist ein Versuch, die Grenzen des 
Stirkeabbaus durch Amylasen so exakt wie méglich festzulegen, 
um aus dem gewonnenen Zahlenmaterial einen Einblick in die 
Konstitution der Starke zu gewinnen. 


Abbau der Starke durch «-Amylase. 


Nach den vorliegenden Resultaten besitzt die «-Amylase keine 
definitive Abbaugrenze; bei 34—36°/, beginnt eine wesentliche 
19* 
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Hemmung; die Hydrolyse geht aber weiter und erreicht nach 


Klinkenberg’) 43°/,, nach Freeman und Hopkins’) 77%, 


Da die Darstellung von f-amylasefreier c-Amylase durch Erhitzen 
von Malzausziigen sehr schwierig, vielleicht unméglich ist, enthielt 
die angewandtea-Amylase sehr wahrscheinlich noch Spuren von 
f-Amylase. Nach eigenen, noch nicht abgeschlossenen Versuchen 
mit a-Amylase aus Bakterien beginnt bei etwa 33 °/, Abbau der Stiirke 
eine starke Hemmung; bei etwa 40 °/, tritt eine weitere Verlangsamung 
der Reaktion ein; erst bei 47°/, scheint die Hydrolyse zu stoppen. 
Kine definitive Grenze anzugeben, scheint noch nicht méglich (Tab. 


Abbau der Starke durch /-Amylase. 


Die Verhaltnisse liegen ungleich giinstiger beim Abbau der 
Stirke durch f-Amylase. Mit #-Amylase aus ruhendem Kom 
stoppt die Hydrolyse der Stirke bei 60—67°/,. Mit 6-Amylase 
aus dialysiertem Malzauszug weicht der Grenzabbau nach Sjiberg‘) 
nur wenig von 60°/, ab. Die Amylase des ruhenden Kornes ist 
fast reine 6-Amylase, ein geringer Gehalt an «-Amylase scheint 
jedoch vorhanden zu sein. Unsere ersten Versuchsreihen wit 
Gerstenausziigen zeigten das iibliche Bild; die Stirke wird schnell 
bis etwa 60°/, gespalten; darauf tritt eine starke Hemmung der 
Reaktion ein; die Hydrolyse geht aber weiter, um je nach dem 
Reinheitsgrad des angewandten Enzympriparates zwischen 64 
bis 67°/, fast ganz aufzuhéren. 

Ein wesentlicher Fortschritt unserer Arbeit war die Dar- 
stellung reinster f-Amylase. Bei mehrtagigem Stehen bei 0° von 
konzentrierten Gerstenausziigen, die mit Hssigsiure auf p,, 3.6 
angesiuert sind, wird die @-Amylase quantitativ zerstért, wiihrend 
die #-Amylase unter diesen Bedingungen wochenlang haltbar ist. 
Da f-Amylase Stirkekleister nur ‘iuBerst langsam verfliissigt. 
sind diese Versuchsreihen mit léslicher Starke ausgefiihrt. 

Aus Tab. II geht deutlich hervor, daB die Abbaugrenze der 
f-Amylase bei 60,0+ 1°/, liegt. Die Grenze ist unabhingig von 

der Enzymkonzentration (Sjéberg, Verfasser), 

der Aciditit (Sjéberg, py = 4,2—7,0; Hopkins, pg = 4,3—%,): 

Verfasser, py = 4,5—T,0), 
der Temperatur (Verfasser, ¢ = 20—50%), 


der Anwesenheit von Glucose oder Maltose oder den Spaltprodukten 
des Stirkeabbaus (Sjéberg). 


Um eine eventuelle Wirkung der a@-Amylase vollstiindig 2u 
sistieren, wurden einige Versuchsreihen bei p,, = 3,3—3,5 an- 
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gesetzt. Bei dieser Aciditaét hydrolysiert 6-Amylase aus Gerste nur 
53,1 + 0,5°/, der Starke (Tab. IIIa). Die Grenze ist scharf; sie 
ist unabhingig von der Enzymkonzentration (Tab. IIIb) und der 
Anwesenheit von Maltose (Tab. IV). 

Der Abbau der Starke durch f£-Amylase ist also ein wahrer 
Grenzabbau und nicht ein Gleichgewicht. 


Abbau der Starke durch « -+ /-Amylasen. 


Wie aus obenstehender Zusammenstellung ersichtlich, vari- 
ieren die Angaben iiber die Grenze des Stairkeabbaus durch « + - 
Amylasen nur wenig von 80°/,. Nach unseren Versuchen mit Kartoffel- 
stiirke finden wir eine sehr scharfe Grenze bei 80,1 + 0,4°/, 


(Tab. V). Die Grenze ist eine wahre Grenze und nicht ein Gleich- 
f gewicht, da a,f-80-Dextrin (siehe spiiter) nicht oder nur AuBerst 


langsam von komplementfreien «¢ + £-Amylasen abgebaut wird. 
Um eine scharfe Grenze zu erzielen, sind Malzamylasen, 
welche oft Komplement enthalten, vermieden. 


Abbau der Starke durch komplementhaltige Malzamylasen. 


Bei Anwendung komplementhaltiger Malzamylase in sehr 
eroBen Konzentrationen gelingt es, einen vollstindigen Abbau der 
Stiirke zu Disaccharid durchzufiihren (Tab. VI). Die angewandte 
Amylase war maltasefrei. Es ist noch zu bemerken, daf es gleich- 
giiltig ist, ob man Bertrands oder Willstitters Methode zur 
Bestimmung der Disaccharide anwendet. (Lsomaltose ?) 


Abbau der Starke durch Takaamylase. 


Starke wird durch Amylase aus Aspergillus orycae quantitativ 
zu Monosaccharid abgebaut (Tab. VII). 


Die Jodreaktion. 


a-Amylase sprengt alle Bindungen in der Starke, welche mit 
Jod eime Farbreaktion geben; f-Amylase vermag dagegen nur 
einen Teil der mit Jod reagierenden Bindungen zu lésen. 

Verdiinnt man eine Stirkelésung vor und nach dem Abbau 
mit #-Amylase auf 53°/, so stark, daB in 1000 ccm 40 mg Stirke 
baw. 40 mg abgebaute Stirke enthalten sind und versetzt man 
darauf mit 10 ccm stark salzsaurer 0,01 n-Jodjodkalium, so beob- 


| achtet man in einem Kolorimeter, da8 die Farbintensitat auf die 


Hilfte gefallen ist, die Farben aber nur verhiltnismaiBig wenig 


| voneinander abweichen. 
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Die Dextrine. 


Als Dextrine bezeichnet man die beim Abbau der Stiirke 2, 
Maltose entstehenden Zwischenprodukte; man teilt sie im all- 
gemeinen nach ihrer Herstellungsweise, nach ihrer Léslichkeit jy 
Alkohol oder nach ihrer Jodfiirbung ein. Die Dextrine gehirey 
zum dunkelsten Kapitel der Stiirkechemie; einen Einblick in die 
verworrene Nomenklatur gibt ein Blick auf die Tabellen IX und XII. 
Um eine eindeutige Nomenklatur der enzymatisch dargestellten 
Dextrine zu haben, versehen wir die Dextrine mit Indices, welche 
ihre Herstellungsweise andeuten, z. B. 


Rest der durch §-Amylase zu 53°/, abgebauten Stirke §-53-Dextrin, 
Rest der durch « + §-Amylase zu 80°/, abgebauten Stiirke «,3-80-Dextrin. 


Kine durch $-Amylase zu 53°/, oder zu 60°/, abgebaute 
Stairkelésung 14Bt sich durch Alkohol in eine lésliche und eine 
unlésliche Fraktion trennen. Die Lisung enthilt die Gesamtmenge 
der reduzierenden Abbauprodukte, die sich durch Bestimmung 
nach Bertrand, durch polarimetrische Untersuchungen sowie 
durch Spaltung durch Taka als Maltose erweisen (Tab. VIII). Die 
unlésliche Fraktion — £-53- oder #-60-Dextrin — stellt nach 
mehrmaligem Umfillen mit Alkohol ein weiBes Pulver dar, das 
kein oder nur ein geringes Reduktionsvermégen besitzt. Ls ist 
in kaltem Wasser schwer, in heiBem Wasser leicht léslich. Die 
Lésung opalisiert und firbt sich mit Jod blau. Durch Vergirung 
einer gekochten zu 53°/, abgebauten Stirkelésung durch Brauerei- 
hefe kann ebenfalls bewiesen werden, daB das #-53-Dextrin keine 
reduzierenden Higenschaften besitzt, wie der durch #-Amylase 
aus Stiirke gebildete Zucker vollstindig vergirbar ist. Nach be- 
endeter Girung gibt das Reaktionsgemisch eine blaue Farbreaktion 
mit Jod und es enthalt nach Bertrand iberhaupt keine redu- 
zierenden Zuckerarten. Wie aus der Zusammenstellung in Tab. IX 
hervorgeht, sind, gleichgiiltig ob der Abbau der Stirke bei 53”,,, 
60°/, oder 66°/, unterbrochen wird, die Restprodukte nicht redu- 
zierende, mit Jod sich blau bis blauviolett farbende, eine spe- 
zifische Drehung von [a], 185—195° zeigende, der Starke nahe- 
stehende Spaltprodukte. Da die spezifische Drehung des f-53- und 
8-60-Dextrin von der Bereitungsart der Lésung dem Dispersitiits- 
grad, der Aciditiit und anderen Faktoren abhingig ist, sehen wit 
von einer Angabe ab. 

Das @,f-80-Dextrin kann nur schwierig von den in Alkohol 
léslichen Abbauprodukten der Stiirke getrennt werden, da es sich 
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pei der Fallung als Sirup abscheidet. Da es aber unvergiarbar ist, 
gelingt eine Trennung durch Vergirung mit Brauereihefe. Durch 
Bestimmung des Reduktionsvermégens vor und nach der Girung 
findet man, daB 80,1 — 6,4 = 73,7°/, einer durch komplement- 
freie a+f-Amylase zu 80,1°/, abgebauten Stirke vergirbar sind. 
(Tab. Xa). Die Bestimmung des Drehungsvermégens vor und nach 
der Girung unter Kinsetzen der Konstanten der Maltose gibt das- 
selbe Resultat, 72,9°/, (Tab. Xb). Bei einem analogen Versuch 
mit Malzamylase fanden Lintner und Kirschner’) 72,1°/, ver- 
girbare Maltose — also ein Resultat, das mit dem unseren aus- 
sezeichnet tibereinstimmt. 

~ 100,0 — 73,7 = 26,3°/, der zu 80,1°/, abgebauten Stirke sind 
also unvergarbar; es ist dieser Rest, den wir mit @,f-80-Dextrin 
hezeichnen. Takaamylase spaltet, wie gezeigt, Starke und damit 
auch das «,-80-Dextrin quantitativ zu Monosaccharid; wie aus 
Tab. XI hervorgeht, repriisentiert der nicht vergirbare Rest der 
zu 80°/, abgebauten Starke 26,3°/, der angewandten Starke. 

Im Gegensatz zum #-53- und §-60-Dextrin enthilt das 
«,-80-Dextrin freie reduzierende Gruppen, und zwar 6,40°/, der 
in der Stiirke vorhandenen Disaccharidgruppen (Tab. Xa). Das 
v,$-80-Dextrin ist resistent gegen Kmulsin; es wird von komplement- 
freien @ + -Amylasen nicht oder nur sehr langsam abgebaut; 
komplementhaltige Malzamylasen bilden quantitativ Disaccharid, 
Takaamylase quantitativ Monosaccharid; frische Pankreasextrakte 
greifen es langsam an. Bei gleichzeitiger Einwirkung von Malz- 
amylase und Hefe wird es nach Lintner und Kirschner”) 
quantitativ gespalten und vergoren; Malzamylase und ein in Hefe 
vorhandenes Komplement zerlegen es nach Pringsheim und 
Fuchs) vollstindig in Disaccharid. In Tab. XII sind einige 
der wichtigsten Zitate iiber das a,f-80-Dextrin zusammengestellt. 


Diskussion. 

In Tab. XIII sind in der ersten Kolonne von a bis m die 
durch Analyse gefundenen Resultate, von o bis v daraus durch 
Subtraktion erhaltenen Werte zusammengestellt. Wie ersicht- 
lich, stimmen alle Resultate ziemlich genau mit den in der 
zweiten Kolonne angefiihrten Multipla von 100/15 = 6,67 iiber- 
ein — eine Ubereinstimmung, die sich durch die Annahme er- 
kliiren 1aBt, daB die Starke aus 15 oder einem Multiplum von 
15 Disaccharidresten aufgebaut ist. In der dritten Kolonne 
stehen die Faktoren, mit denen 100/15 = 6,67 zu multiplizieren 
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sind, um die Werte der zweiten Kolonne zu geben. Diese Fak. 
toren geben die relative Anzahl von gespaltenen Bindungen, 
a, b, c, d, e, 0, p, q, von Disaccharidresten in der Stirke und den 
Dextrinen, a, b, f, s, t, von abgespaltenen Maltosemolekiilen, 
h, i, k, 1, m, r, u, sowie endlich von reduzierenden Gruppen im 
a,$-80-Dextrin, g, an. 

Die Werte, welche am meisten von Multipla von 6,67 ab. 
weichen, sind g = 6,40 und m = 50,8. Die Abweichung von g ist 
zwanglos dadurch zu erkliren, daB das «,f-80-Dextrin, welches 
ein polymeres Disaccharid darstellt, gegeniiber Fehling scher 
Lésung einen kleineren molekularen Reduktionswert besitzt als 
Maltose; die Abweichung von m ist zweifelsohne in der Adsor). 
tion von Maltose durch Dextrin zu suchen. Alle iibrigen Resultate 
stimmen ausgezeichnet mit den entsprechenden Maultipla von 
100/15 = 6,67 itiberein und divergieren so stark von Multipla 
von 100/14 = 7,14 oder Multipla von 100/16 = 6,25, daB ein 
Aufbau der Stirke aus 14 bzw. 16 Disaccharidresten kaum in 
Frage kommt. 

Da die Starke quantitativ zu Monosaccharid, sowie quantitatiy 
zu Disaccharid spaltbar ist, kommen wir zu dem SchluB, daf 
das Stirkemolekiil aus 30 n Monosaccharidresten bzv, 
15 n Disaccharidresten aufgebaut ist. 

Bei der Hydrolyse permethylierter Stiirke erhielten Hirst, 
Plant und Wilkinson") 96°/, 2,3,6-Trimethylglucose und 4°), 
2,3,4,6-Tetramethylglucose. Da nur endstiindige Glucosereste 
Tetramethylglucose liefern kénnen, gibt deren Menge — unter 
Voraussetzung, daB die Stirke Kettenstruktur besitzt — einen An- 
halt fiir die Kettenlinge der Stirkeeinheit. Nach dieser Methode 
kommt man zu einem Mindestwert von 24—30 Glucosen per 
Starkeeinheit — also ein Resultat, das mit den von uns ge- 
fundenen 15 Disaccharidresten gut iibereinstimmt. 

Die Amylasen sind méglicherweise nicht absolut spezifisch 
auf die verschiedenen Bindungstypen im Stirkemolekiil eingestellt. 
Der Unterschied in der Hydrolysengeschwindigkeit vor und nach 
Erreichung einer Abbaugrenze ist aber so gro8, daB man mit 
Sicherheit von den folgenden 4 verschiedenen Bindungstypen 
zwischen Disaccharidresten in der Starke sprechen kann: 

1. @ + #-Amylasen + Komplement spalten 15 n-Bindungen. 
«+ f-Amylasen ohne Komplement lésen 12 n-Bindungen: 3 2- 
Bindungen sind also nur bei Anwesenheit von Komple- 
ment spaltbar. Diese 3 gegen a@- und #-Enzym resistenten 
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Bindungen finden sich im e,f-80-Dextrin, das somit ein Tetradi- 


| oder ein Oktamonosaccharid mit einer freien Aldehydgruppe 


darstellt. 

2. ¢ + f-Amylasen spalten 12 n-Bindungen; bei p,, 4,2—7,5 
vermag f-Amylase nur 9 n-Bindungen zu lésen; 3 n-Bindungen 
sind also nur durch e«-Amylase spaltbar. Letztere Bin- 
dungen sind gegen eine direkte Kinwirkung von §-Amylase blockiert. 
.@-Amylase besitzt aber“ nach Freeman und Hopkins ,den 
Schliissel fiir ein Fortschreiten der -Reaktion mit f-Amylase“, 
indem vielleicht durch Offnen eines Ringes eine sterische Hinderung 
entfernt wird. 

3. Solange man noch nicht mit Sicherheit die Abbaugrenze 
der ¢-Amylase kennt, kénnen die Werte der folgenden Gruppen 
nicht definitiv festgelegt werden. Wie oben erwihnt, liegt die 
Abbaugrenze der a-Amylase wahrscheinlich bei 40°/, bzw. 47°/, 
oder mit anderen Worten nach Sprengung von 6 n- bzw. 7 n-Bin- 
dungen. «+ f-Amylase spalten 12n-Bindungen; 6n- bzw. 5n- 
Bindungen sind also nur durch §-Amylase spaltbar. Der 
verschiedene Grenzabbau der f-Amylase bei p,, 3,3—3,5 und 
Py 4,2—7,5 mag in einer vollkommenen Sistierung der e-Amylase 
bei p,, 3,3—-3,5 oder in einer Affinitiétsinderung des #-Enzyms 
begriindet sein. 

4. a-Amylase spaltet 6n- bzw. 7n-Bindungen; #-Amylase 
list 9n-Bindungen. Die Summe 15n bzw. 16n ist gréfer als 
die Anzahl der Bindungen, 12n, die bei gleichzeitigem Kinwirken 
von g- und #-Enzym hydrolysiert werden. Dieses Verhalten ist 
dadurch zu erkliren, daB 3n- bzw. 4n-Bindungen sowohl 
durch «- als durch -Amylase spaltbar sind. 

Die Hypothese, daB das Stairkemolekiil aus einer Kette oder 
einem Ring gleichartig verbundener Disaccharidreste bestehen 
solle, ist also nach diesen Untersuchungen aufzugeben. 


Zum Schlu8 méchten wir der Leitung der Brauerei 
Tuborg fir das Wohlwollen wie fiir die Gewihrung der Mittel 
zur Ausfiihrung dieser Arbeit unseren Dank aussprechen. 


Methodik. 


Darstellung der f-Amylase. 2 kg Gerste werden fein geschrotet, 
das Schrot mit 10 Liter Wasser unter kriftigem Umriihren bei 50° unter 
Temperaturregulierung 2 Stunden digeriert, die Maische darauf in ein 
hohes Zylinderglas gegossen und nach Stehen iiber Nacht bei 0° die iiber- 
stehende Fliissigkeit (etwa 5 Liter) abgehebert. Durch Ausfrieren wird 
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diese auf 1200 ccm eingeengt, wobei griBere Mengen von Verunreinigungey 
ausfallen, die abfiltriert werden. 

Um eventuell anwesende «-Amylase vollstiindig zu zerstéren, werden 
800cem des Filtrates mit 200 ecem m/1-CH,COOH vermischt und nach mebr. 
tiigigem Stehen bei 0° filtriert. Unter diesen Bedingungen, 0°, py = 3,6 bis 
3,7, ist die 6-Amylase ausgezeichnet haltbar. 


Darstellung der «-Amylase. 1 ¢ des kiuflichen Priparats ,,Super. 
clastase“ wird in 100 ccm H,O, die 10 cem m/10-Na,HPO, und 10 cem 
m/10-KH,PO, enthalten, gelést, darauf die Lésung 15 Minuten auf 70’ 
erhitzt und endlich sofort durch Eiswasser abgekiihlt. 


Pankreasamylase: kiufliches Priparat. — Malzamylase: kiufliches Priiparat, 
Takaamylase: kiufliches Priparat, Polyzime ,,P“. 


Starke. a) Prima Kartoffelmehl des Handels, H,O = 11,61°/,, Asche 
= 0,29°/,. b) Lésliche Stirke, H,O = 15,15°/,, Asche = 0,15°/,. Das Re- 
duktionsvermégen von 100 mg entspricht 1,4 mg Maltose. 


Beispiel eines Analysenansatzes. 11,35 g gewéhnliche Kartoffel- 
stirke, 10,00 g reine Stirke enthaltend, werden in einem mit zugehdérigem 
Propeller tarierten weithalsigen 500 cem Duranrundkolben abgewogen und 
durch Riihren mit einem schnell laufenden Motor in 350 cem Wasser aut- 
geschliimmt. Ohne das Rithren zu unterbrechen, wird der Kolben in ein 
siedendes Wasserbad getaucht und nach 15 Minuten in einen Thermostaten 
von 20,0° iibergefiihrt. Nach weiteren 15 Minuten wird das Riihren unter- 
brochen, der Kolben mit Propeller genau tariert, die gewiinschte Enzym- 
lisung z. B. 10,0 g, das Puffergemisch z. B. 20,0 cem m/10-Na,HPO, und 
20,0 cem m/10-KH,PO,, 5 Tropfen Toluol hinzugesetzt und endlich der In- 
halt mit Wasser auf 500,0 g aufgewogen. Das Gemisch wird nun 1 Minute 
geriihrt und endlich bei der gewiinschten Temperatur hingestellt. 

Ansatz fiir Blindversuche: Unter denselben Bedingungen, mit den- 
selben Pufferlésungen bereitet, werden zur Bestimmung des Blindverbrauchs 
Lésungen des angewandten Enzyms hingestellt. Wihrend und beim Abschlu 
einer Versuchsreihe wurde gepriift, ob der Ansatz noch wirksames Enzym 
enthiilt. 

Analysenmethoden. 

Zur Bestimmung der reduzierenden Zucker wird die geeignete Menge 

in 100 eem Durankochkolben auf der Analysenwage abgewogen. 
Bestimmung nach Willstitter und Schudel. 

10,00 g des Ansatzes.— 15,00 ccm n/10-Jod.— 15,0 cem 0,4 m Na,CO, bei 
sauren Ansitzen. — 15,0 cem eines Gemisches von 5 Volumen 0,4 m-Na,C0, 
und 1 Volumen 0,4m HCl [Linderstrem-Lang, Holter’’)] bei neutralen 
Ansiitzen. — Stehen 30 Minuten. — Ansiiuern mit 15,0 cem 10°/,iger H,SO,. 
Riicktitration mit n/10-Na,$,0,.— Blindversuch unter denselben Bedingungen. 

Bestimmung nach Bertrand. 


Bei der Filtration wurde das von B]om”*) konstruierte Tauchfilter an- 
gewandt, welches eine schnelle Filtration und ein sicheres Arbeiten erlaubt. 


Zum Haupt- wie zum Blindversuch wurden die iiblichen Reagentien, eine 


Kochzeit yon 3 Minuten und zur Berechnung die Tabellen von Bertrand 
angewendet. — Niheres iiber beide Methoden”). 
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Tabelle [. 

Abbau der Stirke durch «-Amylase. 
Kartoffelstirke, a-Amylase aus Bakterien, py = 4,5, 25,0°, 
Willstitters Methode. 

Minuten “le Minuten . Stunden uP 
30 27,8 150 39,6 21 45,9 
60 33,9 180 40,6 24 47,1 
90 37,3 210 41,2 27 41,7 
120 38,7 240 41,6 46 48,4 

Tabelle IL. 
Abbau der Stirke durch 6-Amylase. 
Lisliche Stiirke, 6-Amylase aus Gerste, Willstitters Methode. 
20,0° 20,0° 50,0° 25,0° 50,0° 

Stunden | py = 4,6 Po = 4,6 Pu = 6,8 Pu = 6,6 Pu = 6,6 
7 y 0 "Lo 7 0 7 fo y 0 
i 57,0 56,1 
2 57,7 58,0 
3 58,1 58,0 
4 58,3 59,1 60,8 
5 58,4 59,5 
6 58,7 57,4 
8 60,7 61,1 

24 58,8 59,1 
26 60,2 
44 60,8 
72 59,7 
92 60,9 

















Der letzte Versuch ist eine Fortsetzung des vorletzten, indem ein Teil 
des Ansatzes nach 20 Stunden Stehen bei 25° bei 50° angebracht wurde. 


Tabelle ILI. 
Abbau der Stirke durch §-Amylase. 


Lésliche Stirke, 6-Amylase aus Gerste, py = 3,4, 25,0°, 
Willstitters Methode. 











a) Amylasepriiparat III. 











Stunden ly "lo Stunden — 8 _ 5 — 8 
ee oe Te tains Ce 
: —_ 20 52,4 52,9 
49,4 28 52,4 
20 51,9 51,6 49 ; 58,4 
24 51,9 51,6 48 50,6 52,5 
42 52,2 66 51,3 
48 52,6 52,3 99 52.7 
66 ae 116 52,9 
92 52,7 164 53,0 
116 53,5 52,9 
164 52,9 
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Tabelle IV. 


Abbau der Stirke durch §-Amylase bei Gegenwart 
von Maltose. 


Losliche Starke, 6-Amylase aus Gerste, Priparat IV, py = 3,4, 25,0°, 
Willstaitters Methode. 


A. 500,0 g_ enthalten 10,00 ¢ ldésliche Stirke, 
B. 103,98 g enthalten 5,035 g Maltose, Merck. 














g A 50,000 50,094 50,125 50,055 
Stunden |g B_ 0,000 5,048 10,125 20,185 
0) 0/ 0; 0/ 
lo 0 lo 10 
18 52,9 51,7 51,0 51,7 
42 53,4 52,7 53,0 04,8 
66 54,7 54,0 52,6 52,4 














Tabelle V. 
Abbau der Stirke durch «-+f-Amylasen. 









































Kartoffelstiirke, a-Amylase aus Bakterien, §-Amylase aus Gerste, py = 7,0, oy 
50,0°, Willstitters Methode. 
2¢ 
Minuten "I, 1. *. 1. 
120 78,8 79,8 79,7 78,9 f 4 
180 80,7 80,5 81,8 79,1 »* 
240 79,3 79,2 79,2 79,9 h 
300 80,7 80,0 80,3 80,1 Sw 
360 79,4 79,9 81,8 80,6 
420 80,0 80,6 
pacannnisieaianeaneniemmesiininatiosgie has iagiiiantaaiaanianit _ 9( 
Mittel: 79,8 | 79,9 | 80,6 | 79,9 ‘ 
Tabelle VI. M 
Abbau der Stirke durch komplementhaltige Malzamylase. A 
Kartoffelstirke, Malzamylase in grofer Konzentration, pq = 4,6, 25,0°. S' 
B = Bertrands Methode, W = Willstitters Methode. 
Stunden p *, W % 
24 102,8 M 
48 99,9 - 
72 102,2 M 
= 96 _ _101,7 CG 








- Mittel: 101,4 102,0 








— ~~ a F 


Pa 
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Tabelle VII. 
Abbau der Stirke durch Takaamylase. 
Pu = 4,6, 37,0°, Bertrands Methode. 

















Kartoffelstirke Lésliche Stirke 
Stunden “ : 
lo lo 

24 99,5 (92,7) 
48 101,0 

72 102,6 102,1 

96 101,4 101,0 

120 102,1 
144 102,1 
360 101,2 

Mittel: 101,38 | 101,7 


Tabelle VIII. 
Fallung von @-Dextrin mit Athylalkohol. 


a) 500,0 g enthalten 10,00 g lésliche Stirke, 10,0 cem m/1-CH,COOH, 
5,0 g §-Amylase, Priparat IV, 5 Tropfen Toluol. py = 3,35, 25,0°. 

Nach 48 Stunden werden 476,7 g des Ansatzes mit Alkohol auf 
2000 cem verdiinnt und nach 48 Stunden bei 0° filtriert. 


b) Wie a). 

Nach 144 Stunden werden 200,0 g des Ansatzes mit 800 cem Alkohol 
+ 20cem m/1-CH,COONa gefillt und nach 24 Stunden bei 0° filtriert. 
Das Dextrin wird in 180 ccm H,O + 20 cem m/1-CH,COONa durch Er- 
hitzen gelést, mit 800 cem Alkohol gefillt, nach 24 Stunden bei 0° filtriert 
und mit 80 °/,igem Alkohol gewaschen. 


c) 500,0 g enthalten 10,00 g lésliche Stirke, 20,0 cem m/10-Na,HPO,, 
20,0 cem m/10-KH,PO,, 10,0 g 6-Amylase, Priiparat IV, 5 Tropfen Toluol. 
Py = 6,8, 25,0°. 

Nach 72 Stunden werden 125,0 g des Ansatzes mit 400 cem Alkohol 
+10¢c¢em m/1-CH,COONa gefillt, nach 48 Stunden bei 0° filtriert. Das 
Dextrin wird in 125ceem H,O + 5,0cem m/1-CH,COONa gelést, mit 400 ccm 
Alkohol gefallt, nach 24 Stunden bei 0° filtriert und mit 80 °/,igem Alkohol 
gewaschen. 























a b ¢ 
0/ bd | 0/ 
/0 0 /0 
Stirke abgebaut, Willstdtters Methode. . 52,7 52,9 59,4 
Maltose, direkt im Filtrat, polarimetrisch 49,7 
Maltose, nach Abdampfen, polarimetrisch 50,3 50,4 58,8 
Maltose, nach Abdampfen, Bertrands 
I is ky. 4 me ee aR 51,1 51,5 60,7 
Glucose, nach Spaltung der Maltose mit 
Taka, Bertrands Methode ...... 49,0 59,5 








284 Jakob Blom, Agnete Bak und Ben Braae, 


Tabelle IX. 


8-Dextrine. 
Ry = Reduktionswert nach Bertrand, Maltose = 100. 





A ae 





0/ 














0 > P 
Name Zitat} Synonyma Stirke [alp Ry Amylase 
abgebaut 0 aus 
maker ...14 B a-Amylo- 60-65 | 190-195 | 0,56-2,0] Gerste 
dextrin 
Syniewski . . 6 | nicht reduz. 65 193,8 1,0 Gerste 
Grenzdextr. [ 
Ling, Nanji. 5 a, B-Hexa- 66,7 193,0 0 Gerste 
amylose 
Hopkins, Cope, | 7 «-Amylo- 60-63 184,4 1 Gerste 
Green dextrin 
Klinkenberg 2 a-Amylose 64 0 Weizen 
Verfasser. . . 6-53-Dextrin 53 0 Gerste 
Verfasser. . . 6-60-Dextrin 60 0,5 Gerste 
Sjoberg. ...] 4 «-Amylo- 59-61 158 0 Malz, 
dextrin ar _— dialysiert 











Tabelle Xa. 


Vergirung einer durch « + f-Amylasen zu 80°, 
abgebauten Stirke. 


Kartoffelstirke, 33°, p,, = 7,0, Bertrands Methode. 

















Versuch Amylase °/, unvergirbar 

1 Pankreas 6,37 

2 i 6,65 

3 6,48 

4 s 6,50 

5 6,46 

6 «a-Bakterien 6,20 
6-Gerste 

7 a-Bakterien 6,13 
6-Gerste 





Mittel: 6,40 


Tabelle Xb. 


Vergirung einer durch o + §-Amylasen zu 80°, 
abgebauten Stirke. 

a) 500,0 g enthalten 20,00 g Kartoffelstirke, Phosphatpuffer, 25,0 ¢ 
a-Amylase aus Bakterien, 25,0 g neutralisierte 6-Amylase aus Gerste. 
Pu = 7,0, 50,0°. 

a,: 100,0 g + 3 Tropfen Toluol, 

a,: 400,0 g. 








ae — 


ny lase 
aus 


erste 
erste 
erste 
arste 


eizen 
arste 
rste 
lalz, 
ysiert 


5,0 g 
rste. 
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b) Wie a), aber ohne Stiirke, py, = 7,0, 50,0°. 
b,: 100,0 g + 3 Tropfen Toluol, 


by: 400,0 g. 
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Nach 8 Stunden bei 50° werden a, und b, 10 Minuten im Wasserbad 
erhitzt, mit gewaschener Unterhefe versetzt, 20 Stunden bei 33° 
mit H,O auf 400,0 g aufgewogen und filtriert. 


B = Bertrands Methode, W= Willstitters Methode, d = 


ap = Drehung im 2 dm-Rohr auf 500,0 cem umgerechnet, 
M = Maltose aus ep berechnet. 




















Versuch 1 


a, vor der Girung . 

b, vor der Girung . 

a, nach der Girung . 

b, nach der Girung . 

Differenz a, — b, — ag ; 
Differenz, als Maltose pavedhinet 
Differenz a, — a, 


‘a|p «,8-80-Dextrin berechnet aus a, . 








Versuch 2 


a, vor der Girung 


b, vor der Girung 

a, nach der Girung . 

b, nach der Girung . 

Differenz a, — b, — a, . —_ 
Differenz, als Maltose berechnet 
Differenz a, — a, 


‘a\p «,8-80-Dextrin berechnet aus vile ° 








Tabelle XI. 
Abbau von a,f-80-Dextrin durch Takaamylase. 


33,0°, Bertrands Methode. 




















Versuch 











Mittel: 








vergart, 
Dichte, 
| il ae ae | “* | M 
9 0 
79,1 1,0184] 12,38 
1,0013] 0,10 
6,2 |1,0043] 3,78 
0,00 
8,50 
72,95 
72,9 
175 
78,8 1,0190} 12,26 
1,0013 0,11 
6,1 |1,0050] 3,66 
0,00 
8,49 
72,90 
72,7 
169 
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Tabelle XII. 
a,$-80-Dextrin. 


Ry, = Reduktionswert nach Bertrand, Maltose = 100. 

































































Aus 
Name Zitat Synonyma Ry | [elp° | beut 
0 
Brown, Morris ..]| 13 Maltodextrin 20,7 174,7 
Lintner, Dill . . .] 14 Achroodextrin II 26,7 183 
Ling, Baker .. .] 15 Maltodextrin « 32,8 180 
Syniewski . a. a Grenzdextrin II 30,0 179,4 
Lintner, Kirschner 10 Grenzdextrin, 
Achroodextrin II 22,9 178,6 | 25 
Hoop, Laer. . . .]} 16 12,7 178,5 
Ling, Nanji. . . .] 5 Bestindiges Dextrin 14,0 | 185 22 
Polak, Ty chowski ‘ 1 Reduz. Grenzdextrin I 16,5 
Verfasser . ‘ a, 6-80-Dextrin 26 = jetwalT2] 26 
Tabelle XIII. 
Résumé der Resultate. 
Multipla 
Tabelle oP von Faktor 
0°] 15 = 6,67 
a | Takaamylase....... Vil 101,5 100 15 
b | «+ 8+ Komplement..... VI 101,7 100 15 
ec | « + ohne Komplement .. . V 80,1 80,0 12 
d| 8 pq = 4,5—7,0 . Kees II 60,0 60,0 9 
e | 8, Pu = 3,5 IIla,b} 58,1 53,3 8 
f | a,§-80- -Dextrin, Takaamylase. XI 26,3 26,7 4 
g | Reduktion nach Girung von ad 
A ch na ie setae Xa 6,40 6,67 1 
h | Maltose von a,f 80 °/, vergoren Xb 72,9 73,3 11 
i | Maltose von @ 60°/, vergoren . 60,0 60,0 9 
k | Maltose von @ 53°/, vergoren . 53,1 53,3 8 
1 | Maltose nach Fillung von p¢ 
60%, Dextrin ....... VIII 59,8 60,0 9 
mj Maltose nach one von ine 
shih Dextrin ... Vill 50,8 53,3 8 
0 Nur wiieers mit cemsdenent b-c 19,9 20,0 3 
p | Nur durch o@ spaltbar. e-d 20,1 20,0 3 
q | Bei pq = 3,5 gegen 6 resistent d-e 6,9 6,67 L 
r | Durecha abgespaltene Maltose h-l 13,1 13,3 2 
s | §-60-Dextrin........ b-i 40,0 40,0 6 
t | @-53-Dextrin. .... b-k 46,9 46,7 7 
u | Maltose vergoren. . . b-f 13,7 73,3 11 
v | Maltose vergoren. ... c-g 73,7 73,3 11 














F 20. 
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